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RESUMO

ARAUJO, S. S. Estrutura e atividade da proteina 2-hidroximuconato semialdeido
desidrogenase (Nahl) de Pseudomonas putida G7, uma enzima da via de degradacao do
naftaleno. 2015. Tese (Doutorado) - Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte, 2015.

Os Hidrocarbonetos Aromaéticos Policiclicos (HAPs), um grupo de compostos organicos
formados por aneis benzénicos fusionados, sdo contaminantes ambientais amplamente
distribuidos tanto devido a fontes naturais quanto antropogénicas, sendo as atividades de
producdo de carvdo vegetal e mineral, de refino e transporte de petréleo os principais
contribuintes para o despejo localizado de HAPs. Devido a sua ocorréncia ubiqua , potencial
de bioacumulacdo e atividade carcinogénica, varios HAPs foram listados como poluentes
prioritarios para a remediacdo destacando a importancia da sua remoc¢do do meio ambiente.
Diversos microrganismos tém sido extensamente estudados em virtude de sua versatilidade
em degradar uma gama de compostos aromaticos. A bactéria Pseudomonas putida G7 possui
um plasmideo associado ao metabolismo do naftaleno, o mais simples e abundante HAP, cuja
degradacdo ocorre através de duas vias catabOlicas ditas superior e inferior. Nahl, uma 2-
hidroximuconato semialdeido desidrogenase (2-HMSD) atuante na via inferior, converte 2-
hidroximuconato semialdeido (2-HMS) a 2-hidroximuconato (2-HM) na presenca de NAD".
Mesmo a despeito da baixa identidade de sequencia, uma caracteristica comum entre enzimas
aldeido desidrogenases (ALDHSs) é a manuten¢do de um enovelamento estrutural semelhante,
salvas as inimeras particularidades concernentes ao estado de oligomerizacdo e as interacdes
especificas estabelecidas entre enzima, substrato e cofator. Assim, este trabalho se propés a
caracterizar cinética e estruturalmente a enzima Nahl, uma vez que, através da elucidacdo de
sua estrutura tridimensional e comparacdo com as de outras ALDHSs, possibilita-se inferir
distingdes no sitio catalitico responsaveis por mudancas sistematicas nas propriedades
cinéticas destas enzimas sobre uma variedade de substratos aldeidos. Apds purificacdo por
cromatografia de afinidade e de exclusédo molecular, ensaios de espalhamento dinamico de luz
(DLS) e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) foram realizados para analisar o
estado oligomérico da enzima em solugdo, identificada como um tetrdmero. No que diz
respeito a estrutura cristalografica, Nahl apresentou o enovelamento o/f tipico da
superfamilia ALDH organizado em dominio de oligomerizacdo e dominios de ligacdo ao
dinucleotideo e ao substrato, este ultimo também conhecido como catalitico. Atraves de
operacOes de simetria cristalografica, observou-se o tetramero de Nahl formado por um
dimero de dimeros. Ensaios de cinética confirmaram a preferéncia da enzima para o substrato
alifatico 2-HMS, porém ndo se observou qualquer atividade sobre salicilaldeido, substrato
aromatico natural de NahF, uma ALDH pertencente a mesma via de degradacao do naftaleno.
MutacBes foram propostas para Nahl a fim de aumentar o volume do bolso catalitico, uma vez
que residuos de cadeia lateral volumosa poderiam dificultar a atividade desta enzima sobre
substratos aromaticos. Surpreendentemente, as formas mutantes ndo apresentaram atividade
sobre salicilaldeido. Além disso, o alargamento da entrada do bolso catalitico afetou
ligeiramente a afinidade da enzima para o seu substrato natural, 2-HMS. Sugere-se ainda que
0 residuo L156 parece ser crucial para a oxidacdo do substrato. Os resultados desta
investigacdo apresentam, pela primeira vez, caracteristicas estruturais e cinéticas em relagéo a
enzima Nahl e favorecem futuros estudos sobre a identidade e fungdo de residuos cruciais
para a catalise e a descricdo de como a reagdo se processa.

Palavras-chave: Pseudomonas putida G7, degradacdo de naftaleno, 2-hidroximuconato
semialdeido desidrogenase, estrutura cristalografica, atividade cinética.



ABSTRACT

ARAUJO, S. S. Protein structure and activity of 2-hydroxymuconate semialdehyde
dehydrogenase (Nahl) from Pseudomonas putida G7, a naphthalene-degradation
pathway enzyme. 2015. Tese (Doutorado) - Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte,
2015.

The Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS), a group of organic compounds consisting of
fused benzene rings, are contaminants widely distributed in the environment due to natural as
well as anthropogenic sources. Activities of production of coal, refining and transportation of
oil are the major contributors to the contamination with PAHs. Due to their ubiquitous
occurrence, potential to bio-accumulate and carcinogenic activity, a number of PAHs were
listed as priority pollutants for remediation highlighting the importance of their removal from
the environment. Several microorganisms have been extensively studied because of its
versatility to degrade a wide range of aromatic compounds. The bacterium Pseudomonas
putida G7 has a plasmid associated with the metabolism of naphthalene, the simplest and
most abundant PAH. Its degradation by P. putida occurs through the upper and the lower
catabolic pathways. Nahl, a 2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase (2-HMSD)
belonging to the lower pathway, converts 2-hydroxymuconate semialdehyde (2-HMS) to 2-
hydroxymuconate (2-HM) in the presence of NAD*. A common feature among aldehyde
dehydrogenases (ALDHSs) is the similar scaffold, even despite their overall low sequence
identity, modes of oligomerization and substrate specificity. Thus, this study was proposed to
characterize the structure and kinetics of Nahl. By elucidation of its three-dimensional
structure and comparison with other ALDHS, it becomes possible to infer distinctions in the
catalytic site that are responsible for systematic changes in the kinetic properties of these
enzymes within a variety of aldehyde substrates After purification by affinity and size-
exclusion chromatography, dynamic light scattering (DLS) and small-angle X-ray scattering
(SAXS) experiments were conducted to analyze the oligomeric state of the enzyme in
solution, which was identified as being a tetramer. With regard to the crystal structure, Nahl
displayed a typical o/p aldehyde dehydrogenase superfamily fold with three well defined
domains: the oligomerization domain, the nucleotide binding and the catalytic domains.
Through crystallographic symmetry operations, the Nahl tetramer formed by a dimer of
dimers was observed. Kinetic assays confirmed the preference of the enzyme for the aliphatic
substrate 2-HMS. On the other hand, Nahl showed no activity with salicylaldehyde, the
natural substrate for NahF enzyme, another ALDH belonging to the same naphthalene-
degradation pathway. Mutations have been proposed for Nahl in order to increase the volume
of the catalytic pocket, since bulky side chain residues could hinder the activity of this
enzyme with aromatic substrates. Surprisingly, the mutant forms showed no activity with
salicylaldehyde. Moreover, the enlargement of the catalytic pocket entrance slightly affected
the affinity of the enzyme for its natural substrate, 2-HMS. It also suggests that the L156
residue appears to be crucial for the oxidation of the substrate. For the first time, these
findings show the structural and kinetic properties relative to the Nahl enzyme and highlights
further studies concerning the identity and function of critical residues for catalysis and
description of how the reaction proceeds.

Keywords: Pseudomonas putida G7, naphthalene degradation, 2-hydroxymuconate
semialdehyde dehydrogenase, crystal structure, kinetics.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. HIDROCARBONETOS AROMATICOS PoLIcicLIcos

Os Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPS) constituem um grupo de
compostos organicos com dois ou mais anéis benzénicos fusionados, classificados como

“leves” (2 a 3 anéis) ou “pesados” (4 ou mais anéis) (Purcaro et al 2013).

Devido a possibilidade de fusdo de um numero variavel de anéis e de diferentes
posicBes em que estes anéis podem se ligar entre si, hd atualmente mais de 100 HAPs
reconhecidos pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (Jacques, Bento
et al. 2007), dentre os quais, 16 compostos sdo considerados poluentes prioritarios pela
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA). Séo eles: acenafteno,
acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno,
fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, naftaleno e pireno (Figura 1) (Habe & Omori
2003; Purcaro et al 2013).

Os HAPs ocorrem naturalmente em combustiveis fosseis, como carvéao e petréleo, e
também sdo formados durante a combustdo incompleta de matéria organica. Fontes naturais
incluem incéndios de florestas e pastagens, aléem de erup¢bes vulcanicas. Entretanto, a
principal causa de contaminacdo ambiental por HAPs é a geracdo antropogénica de tais
compostos, associada principalmente as atividades de producédo de carvao vegetal, de extracdo
e gaseificacdo do carvdo mineral e a cadeia de extracdo, transporte, refino, transformacéo e
utilizacdo do petréleo e seus derivados (Bamforth & Singleton 2005; Das & Chandran 2011;
Haritash & Kaushik 2009; Kanaly & Harayama 2000).

Em virtude da estabilidade da estrutura quimica dos HAPs, dada pela ressonéancia dos
anéis aromaticos, e da baixa solubilidade em agua, tais compostos apresentam forte tendéncia
de adsorcdo as particulas organicas e minerais do solo e dos sedimentos (Jacques et al 2007),
de forma que a permanéncia dos HAPs no ambiente dependera, portanto, de varios fatores,
como estrutura quimica, concentracdo, dispersdo e biodisponibilidade do contaminante.
Somado a isto, 0 tipo e a estrutura do solo, pH e temperatura, bem como niveis adequados de

oxigénio, nutrientes e dgua influenciam na capacidade da biota microbiana local em degradar



essas moléculas. De modo geral, quanto mais elevado é o peso molecular do HAP, maiores
séo a hidrofobicidade, a toxicidade e a persisténcia no ambiente (Bamforth & Singleton 2005;
Kanaly & Harayama 2000).
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OOOO
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Figura 1: Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Estruturas quimicas dos 16 HAPs listados como poluentes
prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA). Adaptado de (Habe & Omori
2003).

Quando hidrocarbonetos aromaticos sdo incorporados pela flora e fauna, devido ao seu
carater lipofilico tornam-se parte da reserva lipidica, podendo ser transferidos ao longo da
cadeia alimentar sem alteracdo de suas estruturas (Tiburtius et al 2004). Ainda assim, mesmo
sendo prontamente absorvidos no trato gastrintestinal quando ingeridos pelo homem, a
principal rota de entrada dos HAPs no organismo é via absor¢cdo dérmica. Por isso, em geral,
0 numero de anéis benzénicos se relaciona diretamente a toxicidade do hidrocarboneto
aromatico (Bamforth & Singleton 2005; Cerniglia 1984).



O metabolismo dos HAPs em mamiferos visa a conversdo de tais compostos
lipofilicos em metabdlitos hidrossollveis, de forma a serem mais facilmente excretados pelo
organismo, 0 que, todavia, elicita as propriedades mutagénicas, genotoxicas e carcinogénicas

destas moléculas (Cerniglia 1984).

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar a ativagdo metabolica dos
hidrocarbonetos aromaticos (Baird et al 2005; Rubin 2001; Saeed et al 2009; Stansbury et al
1994). No mecanismo por formacdo de diol-epoxido, monoxigenases dependentes de
citocromo Py4s0 s80 responsaveis pela oxidacdo enzimatica dos HAPs, formando compostos
epoxidos que podem espontaneamente produzir fendis ou, por acdo das epdxido hidrolases,
di-hidrodidis. Estes podem sofrer nova epoxidacdo levando a formagdo de di-
hidrodiolepdxidos, capazes de reagir com as bases nucleotidicas do DNA e, eventualmente,
iniciar um processo mutagénico (Figura 2 A). No mecanismo via formacdo de quinona, a
desidrogenacdo enzimatica dos di-hidrodidis produz quinonas capazes de reagirem
diretamente com o DNA ou com oxigénio molecular, assim gerando espécies reativas de
oxigénio, como radicais hidroxila ou anions superdéxido, que reagem com o DNA (Figura 2
B). Estes mecanismos ndo sdo excludentes e podem ocorrer simultaneamente (Netto et al
2000).

A epoxido dihidrodiol diol-epoxido
epoxido- 0
P4s50 hidratase P450
adutos
0s H0 0 HAP-DNA
’ OH ' OH
(8]
J] OH OH
adutos
HAP-DNA
B hidroguinona radical semi-quinona quinona
Desidro- le le
genagiio / N
[-Ha2] ) 7N
OH oH O H202 oH (V5] H>0» I's)
OH OH \l/ 0. J[ O
cspécics reativas cspécics reativas J,
de oxigénio de oxigénio
‘/ adutos
quinona-DNA
adutos oxidados
de DNA

Figura 2: Mecanismos de formacao de adutos entre HAPs e DNA. A ativacdo metabdlica dos HAPs envolve
uma série de enzimas. A. Oxidagdo enzimatica seguida de hidrélise com a formagdo de diolepoxidos. B.
Desidrogenacao enzimatica dos metabdlitos di-hidrodidis produz quinonas capazes de reagirem diretamente com
0 DNA ou com O, gerando espécies reativas de oxigénio que reagem com o DNA. Adaptado de (Netto et al
2000).



1.2. BIOREMEDIACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS

A bioremediacdo envolve a utilizacdo de microrganismos, seja de ocorréncia natural
(nativos) ou cultivada, para degradar ou imobilizar contaminantes organicos em aguas
subterraneas e em solos. O objetivo principal é a mineralizacdo completa dos contaminantes,
ou seja, a sua biotransformacgéo em produtos com pouca ou nenhuma toxicidade, como CO, e
agua. Para tanto, os microrganismos geralmente utilizados sdo bactérias, fungos filamentosos
e leveduras (Bamforth & Singleton 2005).

O tratamento biologico de ambientes contaminados com HAPs pode ser uma
alternativa eficiente, econémica e versatil ao tratamento fisico-quimico, visto que oferece
Otima relacdo custo-beneficio e maior eficiéncia na degradacdo de compostos toxicos e
recalcitrantes, além de maior seguranca e menor perturbacdo ambiental (Habe & Omori
2003).

Os tratamentos sdo basicamente de dois tipos: 1) ex-situ (ou off-site), realizado fora do
local onde ocorreu a contaminacdo, é portanto um tratamento que requer a escavacao € a
remocao do solo contaminado para outro local. A adogdo deste procedimento pode resultar
em um aumento consideravel do custo do processo, porém, ndo obstante a essa desvantagem,
é possivel controlar com maior facilidade os fatores que influenciam a biodegradabilidade dos
contaminantes, tais como o tipo e a quantidade de microrganismos, bem como as condicdes
fisicas e quimicas do sitio contaminado (pH, umidade, temperatura, salinidade, teor de
oxigénio e quantidade dos nutrientes nitrogénio, fosforo e potassio); 2) in-situ (ou on-site),
tratamento feito no proprio local da contaminacdo. Normalmente, essa opg¢do de
bioremediacdo, a mais empregada no mundo, torna o0 processo mais atrativo e
economicamente viavel quando comparado ao tratamento citado anteriormente. Além disso, o
tratamento in-situ acarreta em menores impactos ambientais advindos da remediagdo da area
contaminada (Andrade et al 2010).

Como exemplo, a bioremediacdo in-situ por bioestimulacdo, em que a adicdo de
nutrientes permite aumentar a taxa de crescimento de microrganismos autéctones e, logo, as
atividades metabdlicas, com o consequente aumento da velocidade de biodegradacéao, foi uma
das principais estratégias utilizadas para tratar o ambiente afetado pelo vazamento de 41
milhdes de litros 6leo do navio petroleiro Exxon Valdez em 1989 na costa do Alasca (Atlas &
Hazen 2011).



Embora uma diversidade de microrganismos possa degradar com eficiéncia muitos
poluentes, a mineralizacdo de HAPs no solo é geralmente um processo lento, em razdo da
limitada biodisponibilidade do contaminante, além de fatores bidticos e abidticos vitais a
biodegradacdo (Samanta et al 2002). Em adigdo, alguns xenobioOticos mais tdxicos e
recalcitrantes, como compostos aromaticos halogenados e nitrados, sdo geralmente estaveis e
quimicamente inertes em condi¢Bes naturais, estando além da capacidade de metabolizagéo
bacteriana (Cao et al 2009; Paul et al 2005).

Estas limitacbes abriram caminho para o0 desenvolvimento de organismos
geneticamente modificados (OGMs) resistentes a condi¢Oes adversas do ambiente, bem como
capazes de realizar a degradacdo completa de contaminantes. Neste contexto, a otimizagéo
racional de OGMs tem sido facilitada pelo crescimento de bancos de dados gendmicos de
microrganismos associado ao conhecimento da relacdo estrutura-funcdo de enzimas
componentes de tais vias de degradacdo. Todavia, a aplicacdo de microrganismos
geneticamente modificados no ambiente ainda é limitada devido aos riscos de competicdo

com a microbiota nativa (Paul et al 2005).

Frente a isto, a bioremediacdo enzimatica tem sido apontada como uma alternativa
favorével para apoiar as técnicas de biotratamento atualmente disponiveis. Muitas sdo as
vantagens sobre o uso de enzimas em detrimento de microrganismos, dentre as quais se citam
(Ahuja et al 2004; Alcalde et al 2006; Sutherland et al 2004):

a) Em virtude da especificidade das enzimas, a biotransformacéo por elas catalisada nao
gera subprodutos toxicos, como normalmente acontece com o uso de produtos

quimicos e microrganismos;

b) Apds o tratamento, as enzimas ndo permanecem no ambiente, uma vez que podem ser

degradadas in situ pela microbiota local;

c) A biodisponibilidade das enzimas pode ser aumentada por meio da introducéo de co-

solventes organicos ou surfactantes;

d) O uso de enzimas ndo gera biomassa como aquela produzida ao se utilizar

microrganismos, principalmente em tratamentos aerobicos.

Ainda que os beneficios da biocatélise sejam evidentes, 0s principais obstaculos que

dificultam explorar o vasto repertorio de processos enzimaticos sdo, na maioria dos casos,



baixos rendimentos obtidos e elevados custos de produgéo e comercializacdo, como o uso de
enzimas, por exemplo, que dependam de cofatores (Peixoto et al 2011). Também, é
imperativo que as condicdes Otimas para a atividade enzimatica sejam fornecidas e mantidas
durante todo o processo (Alcalde et al 2006). Assim, técnicas de biologia molecular,
engenharia de proteinas e design racional de enzimas vém sendo utilizadas no sentido de
melhorar simultaneamente varias propriedades enzimaticas, como estabilidade e atividade,
conferindo caracteristicas aprimoradas a enzimas que podem ser utilizadas em processos de
bioremediacdo (Ahuja et al 2004).

1.3. BIODEGRADAGCAO DE NAFTALENO POR Pseudomonas putida G7

Espécies de Pseudomonas e microrganismos intimamente relacionados tém sido
extensamente estudados em virtude de sua versatilidade em degradar uma gama de compostos
aromaticos (Cao et al 2009).

Dentre os hidrocarbonetos aromaticos, o naftaleno, devido a sua estrutura mais
simples e, logo, maior solubilidade, é frequentemente utilizado como um composto modelo
em estudos que visam caracterizar a habilidade de bactérias em degradar HAPs. As
informacdes obtidas sobre a degradacdo bacteriana do naftaleno séo Uteis na compreensdo de

vias catabdlicas de HAPs complexos, com trés ou mais anéis benzénicos (Seo et al 2009).

O metabolismo do naftaleno € bem caracterizado em Pseudomonas putida G7, bactéria
gram-negativa cujo plasmideo metabdlico de 83 Kb, NAH7, permite ao hospedeiro utilizar

naftaleno ou salicilato como Unica fonte de carbono e energia (Dunn & Gunsalus 1973).

Os genes do catabolismo do naftaleno (nah) em NAH7 organizam-se em dois operons:
nah ou superior (nahAaAbAcAdBFCED), que codifica para enzimas envolvidas na conversao
de naftaleno a salicilato, e sal ou inferior (nahGTHINLOMKJXY), cujos produtos génicos
nahGTHINLOMKJ oxidam salicilato a piruvato e acetaldeido pela via de meta-clivagem.
Também presentes no operon sal, o gene nahY codifica para um quimiorreceptor sensivel ao
naftaleno, enquanto nahX ndo possui fungdo conhecida (Grimm & Harwood 1999; Sota et al
2006; Yen & Gunsalus 1982) (Figura 3).



Operon nah ou superior Operon sal ou inferior
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Figura 3: Representacdo esquematica dos operons nah e sal de NAH7. Os genes nah estdo organizados em
dois operons, nah e sal, que codificam para enzimas das vias superior e inferior de degradacdo do naftaleno. O
gene ndo catabolico nahY, presente no operon sal, estd envolvido na quimiotaxia ao naftaleno, enquanto nahR
codifica para um ativador transcricional de ambos os operons. Os pentagonos indicam a orientacdo transcricional
dos genes. Adaptado de (Sota et al 2006).

Situado entre os dois operons, o gene nahR codifica para um elemento regulatério
positivo de acdo trans, cuja familia de reguladores transcricionais do tipo Lys-R (LTTR), a
mais abundante entre procariotos, apresenta uma estrutura conservada com um motivo hélice-
volta-hélice N-terminal para ligacdo ao DNA e um dominio C-terminal para ligacdo ao co-
indutor. NahR € essencial para a expressdo elevada de ambos 0s operons induzida por
salicilato, o Ultimo produto da via superior de degradacdo do naftaleno (Maddocks & Oyston
2008; Yen & Gunsalus 1985).

Em P. putida G7, a via inicial de degradacdo do naftaleno, dita superior, tem como
primeiro passo a incorporacdo de oxigénio molecular ao ndcleo aromatico do naftaleno para
produzir cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno (cis-naftaleno dihidrodiol). Esta etapa é
catalizada pelo complexo da naftaleno dioxigenase (NDO), compreendido por ferredoxina
redutase (NahAa), ferredoxina (NahAb) e proteinas ferro-enxofre (NahAc e NahAd). A
transferéncia de dois elétrons, um de cada vez, do NAD(P)H ao FAD é realizada pela
ferredoxina redutase. A forma totalmente reduzida do FAD fornece elétrons para os centros
2Fe-2S da ferredoxina, que finalmente transfere para outras proteinas ferro-enxofre, onde
serdo utilizados no sitio ativo para facilitar a adicdo do oxigénio molecular ao naftaleno
(Davies & Evans 1964; Habe & Omori 2003) (Figura 4).
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Figura 4: Oxidacdo inicial do naftaleno a cis-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno pelo complexo da
naftaleno dioxigenase (NahAaAbAcAd). Os elétrons fornecidos pelo NADPH séo transferidos através de todo
o complexo da naftaleno dioxigenase, a fim de serem utilizados na adicdo do oxigénio molecular ao naftaleno.

As reacOes subsequentes sdo catalisadas pela cis-naftaleno dihidrodiol desidrogenase
(NahB), 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenase (NahC), 2-hidroxicromeno-2-carboxilato
isomerase (NahD) e 2-hidroxibenzil-piruvato aldolase (NahE), resultando na formagéo de
salicilaldeido, que € oxidado a salicilato pela salicilaldeido desidrogenase (NahF), a ultima

enzima da via superior (Davies & Evans 1964) (Figura 5 A).

J& na via inferior de degradacdo do naftaleno, o salicilato é oxidado pela salicilato
hidroxilase (NahG) a catecol, cujo anel aromético sofre uma clivagem extradiol pela catecol-
2,3-dioxigenase (NahH) produzindo 2-hidroximuconato semialdeido (2-HMS) (Figura 5 B).
Esta reacdo constitui a primeira etapa da via de meta-clivagem do catecol que, a partir deste
ponto, diverge em dois ramos (Sala-Trepat et al 1972). No primeiro, dito multi-enzimatico,
uma 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase (Nahl) oxida 2-HMS ao acido
correspondente, 2-hidroximuconato, que é subsequentemente convertido ao conjugado cetona
pela 4-oxalocrotonato tautomerase (NahJ). A descarboxilacdo deste conjugado é catalisada
pela 4-oxalocrotonato descarboxilase (NahK) a 2-hidroxi-penta-2,4-dienoato (HPD). J& no
outro ramo da via de meta-clivagem, dito hidrolitico, uma 2-hidroximuconato semialdeido
hidrolase (NahN) hidrolisa 2-HMS diretamente a HPD. Assim, ambos 0s ramos convergem
para a formacdo de HPD, ao qual é adicionada agua pela vinilpiruvato hidratase (NahL)
resultando em 2-oxo-4-hidroxipentenoato (2,4-HP). Finalmente, este é convertido a piruvato e
acetaldeido pela 2-oxo-4-hidroxipentenoato aldolase (NahM), os quais séo canalizados para o
ciclo de Krebs (Bosch et al 2000; Harayama et al 1987a; Peng et al 2008; Sala-Trepat et al
1972) (Figura 5 B).
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Figura 5: Vias superior e inferior de degradacéo do naftaleno. A. Via superior. B. Via inferior. Os nomes das
enzimas estdo descritos no texto. Os intermediarios das vias sdo: (1) naftaleno, (2) cis-1,2-dihidroxi-1,2-
dihidronaftaleno, (3)  1,2-dihidroxinaftaleno, (4)  2-hidroxicromeno-2-carboxilato, (5) trans-o-
hidroxibenzilidenopiruvato, (6) salicilaldeido, (7) salicilato, (8) catecol, (9) 2-hidroximuconato semialdeido, (10)
2-hidroximuconato, (11) 4-oxalocrotonato, (12) 2-hidroxi-penta-2,4-dienoato, (13) 2-oxo-4-hidroxipentenoato,
(14) acetaldeido, (15) piruvato e (16) acetil-CoA.

Outra possibilidade de clivagem do anel aromatico do catecol é a intradiol, catalisada
pela catecol-1,2-dioxigenase (Harayama & Rekik 1989), que compromete o intermediario na
via de orto-clivagem, codificada pelo cromossomo bacteriano, originando cis-muconato que

por passos sucessivos sera convertido em succinil-CoA e acetil-CoA.

Cao e colaboradores (2008) sugerem a expressao simultanea das vias de orto e meta-
clivagem apos identificarem, por meio de espectrometria de massa, ambas as enzimas catecol-
1,2-dioxigenase e catecol-2,3-dioxigenase em células de P. putida P8 crescidas em altas

concentragdes de benzoato, analogo de salicilato (Cao et al 2008).

Ainda assim, o direcionamento para uma ou outra via pode ser observado e reflete o

fato de que os grupos substituintes em alguns substratos sdo incompativeis com uma ou mais
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enzimas de uma rota catabdlica particular. Clorocatecéis, por exemplo, sdo geralmente
degradados pela via de orto-clivagem, uma vez que, se submetidos & meta-fissdo,
intermediarios toxicos ou parcialmente metabolizados sdo formados. Por outro lado, a enzima
catecol-1,2-dioxigenase apresenta afinidade reduzida para metilcatecois sendo, portanto,
canalizados para a via de meta-clivagem (Harayama et al 1987a). Dentro desta via, por sua
vez, 0 produto da meta-fissdo do 3-metilcatecol € conduzido para o ramo hidrolitico, pois ndo
possui aldeido oxidavel para ser metabolizado pela desidrogenase. Em contraste, o produto da
meta-clivagem do catecol, 2-hidroximuconato semialdeido, pode ser degradado pelos dois
ramos (Figura 5 B), ainda que a atividade catalitica da enzima desidrogenase se sobreponha a
da hidrolase conforme verificado em células de P. putida portadoras de plasmideo TOL
(Harayama et al 1987a; Murray et al 1972).

1.4. A VIADE META-CLIVAGEM DO CATECOL

A via de meta-clivagem do catecol é um tema recorrente no catabolismo aerobico
bacteriano sobre uma variedade de compostos aromaticos. Enquanto tolueno, naftaleno e
fenol, a exemplo, sdo assimilados por diferentes reacBes enzimaticas a catecol, a conversao
deste aos intermediarios do ciclo de Krebs é mediada pela mesma rota catabdlica, a via de
meta-clivagem. Tal ocorréncia em comum tem sido atribuida a transferéncia horizontal de
uma via ancestral e sua integracdo em variados operons que degradam diferentes compostos

aromaticos (Harayama & Rekik 1993).

Genes isofuncionais aos nahTHINLOMKJX de NAH7 sdo encontrados no plasmideo
TOL pWWO de P. putida mt-2 (xyITEGFJQKIH) e em pVI150 de P. putida CF600
(dmpQBCDEFGHI), que codificam para enzimas envolvidas na degradacéo, respectivamente,
de tolueno/xileno e metilfenol, com considerdvel identidade de sequencia com aquelas
codificadas pelos genes nah (Harayama & Rekik 1993; Harayama et al 1987b; Sota et al
2006) (Figura 6).
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P. Putida G7 (NAH?) nah—@RF G A~/ HA 1 ANJLIOAMIK)AY —
48 85 88 69 75 58 55 9483 (%)
Q !

P. Putida CF600 (pVI150) dmp— B C "D EF - G  H,—

64 84 84 75 89 90 87 8978 (%)

Figura 6: Organizagéo dos genes catabdlicos xyl, nah e dmp nos operons de via inferior / meta-clivagem
codificados por pWWO0, NAH7 e pVI150 para a degradacdo de tolueno/xileno, naftaleno e dimetilfenol,
respectivamente. Os genes isofuncionais estfo alinhados. E mostrada a porcentagem de identidade de sequencia
de aminoacidos entre os produtos génicos das vias de meta-clivagem de pWWO e os correspondentes em NAH7
e pVI1150. Adaptado de (Harayama & Rekik 1993; Sota et al 2006).

O elevado grau de similaridade génica entre estes operons se da a partir do gene nahT
em NAH7 (xyIT em pWWO0 e dmpQ em pV1150), situado a montante do gene da catecol 2,3-
dioxigenase (nahH, xylE e dmpB) (Williams & Sayers 1994). Ha evidéncias de que a proteina
XyIT e suas homdlogas NahT e DmpQ, caracterizadas como ferredoxinas [2Fe-2S], sejam
responsaveis em reativar a catecol 2,3-dioxigenase através da reducdo do atomo de ferro, de
Fe** para Fe?*, presente como cofator no sitio catalitico desta enzima (Hugo et al 1998; Hugo
et al 2000).

A montante do gene nahT, a homologia entre as sequencias nah, xyl e dmp é perdida e
0S genes, ainda pertencentes a vias inferiores, diferem. Sdo eles: nahG em NAH7, para a
conversdo de salicilato a catecol, xyIXYZL em pWWO para a conversdo de benzoato a catecol,

e 0os componentes dmpLMNOP da fenol hidroxilase em pV1150 (Williams & Sayers 1994).

1.5. ALDEIDO DESIDROGENASES

Aldeidos sdo moléculas altamente reativas, com ampla distribui¢do na natureza e uma
variedade de efeitos em sistemas bioldgicos. Ainda que alguns dos efeitos mediados por
aldeidos sejam benéficos, como a visdo, por exemplo, muitos outros Sao citotoxicos,

mutagénicos ou carcinogénicos aos organismos (Lindahl 1992).
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Uma vez que aldeidos endogenos sdo formados durante o metabolismo de
aminoacidos, carboidratos, lipideos, aminas biogénicas, vitaminas e esteroides, 0s niveis de
aldeidos como intermediarios metabdlicos devem ser cuidadosamente regulados. A oxidagédo
de aldeidos a seus &cidos carboxilicos correspondentes € a via de eliminacdo mais efetiva,
sendo catalisada por uma diversidade de enzimas aldeido desidrogenases (ALDHSs), que
participam assim de diversos processos fisioldgicos (Lindahl 1992).

As ALDHs compdem uma superfamilia de enzimas dependentes de NAD ou NADP
como cofatores para a oxidacdo de uma variedade de aldeidos alifaticos e aromaticos.
Membros da superfamilia das ALDHs compartilnam caracteristicas estruturais e funcionais,
ainda que um alinhamento de 145 sequencias completas de aldeido desidrogenases tenha
revelado apenas quatro residuos invariantes, além de outros 12 encontrados em mais de 95%

das sequencias (Perozich et al 1999).

Neste mesmo estudo filogenético, as ALDHs agrupam-se em dois grandes ramos
principais, Classe 3 e Classe 1/2, constituidos conjuntamente por no minimo 13 familias
(Tabela 1). Longe de ser uma distingao absoluta, muitas familias do ramo “Classe 3” sdo
substrato-especificas, enquanto maior variabilidade sobre a especificidade ao substrato é
encontrada entre as familias da “Classe 1/2”, excegdo feita para 10-formiltetrahidrofolato
desidrogenase e 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase. Além destas duas, outras
familias de semialdeido desidrogenases (metilmalonil semialdeido desidrogenase, y-glutamil
semialdeido desidrogenase e succinato semialdeido desidrogenase) também apresentam estrita
preferéncia pelo substrato, um indicativo de que a divergéncia evolutiva tenha ocorrido

antecipadamente para estas ALDHs (Hempel et al 1993; Perozich et al 1999).

Membros da superfamilia das ALDHs sdo classificados em ‘familias’ e ‘subfamilias’
com base na porcentagem de identidade de cada sequencia proteica comparada as outras.
Sequencias que apresentam menos de 40% de identidade entre si sdo consideradas como
pertencentes a familias diferentes, enquanto aquelas com identidade superior a 60% séo

agrupadas em uma mesma subfamilia (Sophos & Vasiliou 2003).

Em relagdo a diversidade de estruturas quaternarias e a preferéncia pelos cofatores,
ndo ha distincdo aparente entre as Classes 3 e 1/2 de ALDHs, pois familias de ambos os
ramos apresentam proteinas homotetraméricas e homodiméricas que parecem ligar NAD ou
NADP (Perozich et al 1999).



Tabela 1: As 13 familias de ALDHs. Adaptado de (Perozich et al 1999).
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- Especificidade ao Estrutura .
Ramo Familia . Coenzima
substrato quaternaria
Betaina ALDH Especifica Tetrdmero NAD
Metilmalonil semialdeido
desidrogenase Especifica Tetramero NAD e CoA
(MMSALDH)
y-Glutamil semialdeido
desidrogenase Especifica Dimero NAD
(GGSALDH)
ALDH de resposta ao turgor n.d. n.d. n.d.
Classe 3 . . NAD ou
ALDH classe 3 Variavel Dimero NADP
ALDH de aldeidos aromaticos Especifica Tetramero NAD
NAD
Succinato semialdeido Especifica Tetrimero (animais) e
desidrogenase P NADP
(bactérias)
Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (ndo Especifica Tetramero NADP
fosforilativa)
ALDH classe 1 Variavel Tetramero NAD
ALDH classe 2 Variavel Tetramero NAD
ALDH de fungos Variavel Tetramero NAD
Classe 1/2 10-Formiltetrahidrofolato - R
desidrogenase Especifica Tetramero NADP
2-Hidroximuconato semialdeido
desidrogenase Especifica Dimero NAD

(HMSALDH)

ALDH - aldeido desidrogenase; n.d. — ndo determinado; CoA — Coenzima A.

A maioria das familias de ALDHs ¢é especifica para NAD; poucas tém preferéncia por

NADP, enquanto outras ainda precisam ser caracterizadas nesse sentido. Notavelmente, a

familia ALDH classe 3 € a Unica cuja habilidade em utilizar NAD ou NADP in vitro é bem

estabelecida, embora, in vivo, dadas as concentragdes fisioldgicas de cada coenzima, estas

enzimas sejam mais susceptiveis a funcionar apenas com NAD (Perozich et al 2001; Perozich

et al 2000).

Pertencente a familia ALDH classe 3, uma aldeido desidrogenase citosélica de figado

de rato foi a primeira destas enzimas a ter a estrutura tridimensional determinada (ALDHS3;

PDB id 1AD3), resolvida por cristalografia de raios-X a 2,6 A de resolucéo (Figura 7) (Liu et
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al 1997). Cada subunidade da enzima dimérica contém um dominio de ligacdo ao NAD(P),
um dominio de ligagdo ao substrato e outro de oligomerizagdo, também chamado de conector.
A estabilizacdo do dimero é dada por ligacdes de hidrogénio estabelecidas entre o dominio

conector de uma subunidade e o dominio de ligacéo ao substrato da subunidade vizinha.

Em toda a estrutura, a cadeia polipeptidica adquire um enovelamento o/f. Como a
maioria das desidrogenases que utilizam NAD ou NADP, o dominio de ligagdo ao cofator
apresenta um motivo proteico chamado de dobra de Rossmann, que na ALDH é formado por
cinco fitas-p associadas a quatro a-hélices, ao invés das seis fitas-p tipicamente comuns em
outras desidrogenases dependentes de NAD, como é observado em uma alcool desidrogenase
(ADH; PDB id 20HX), por exemplo.

Dominio de ligagdo
ao substrato

Dominio de ligagédo
ao cofator

Figura 7: Estrutura tridimensional de uma ALDH classe 3 resolvida a 2,6 A de resolucdo. A.
Representacdo de fita do dimero da ALDH3, em que se evidencia um enovelamento o/f. Uma das subunidades
estd colorida de vermelho, e a outra de cinza. Destaque para a localizagdo do NAD (estrutura em vareta). B.
Representacdo de fita do mondémero da ALDH. Os trés dominios, de ligacéo ao cofator, ao substrato e conector,
estdo assinalados. As extremidades N e C-terminal estéo indicadas. PDB id 1AD3 (Liu et al 1997).

Ainda na estrutura da ALDH classe 3, o sitio catalitico, formado por residuos
pertencentes aos trés dominios, se posiciona na base de um funil a 15 A da superficie, onde se

localiza a cisteina catalitica (Liu et al 1997).
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No mecanismo de acéo proposto para as ALDHSs (Figura 8), o NAD" interage primeiro
com a enzima e, entdo, o carbono carbonilico do aldeido sofre o primeiro ataque nucleofilico
pela cisteina catalitica formando uma ligacdo covalente tio-hemiacetal entre o substrato e o
tiol reativo. Em seguida, o intermediario enzima-substrato é oxidado pelo NAD" havendo a
transferéncia de um hidreto e concomitante formacdo de NADH e uma ligacéo tioéster. Na
etapa limitante do processo, o glutamato catalitico ativa uma molécula de agua que farda um
ataque nucleofilico na ligacéo tioéster liberando o produto &cido (Ho et al 2006; Perez-Miller
& Hurley 2003; Wymore et al 2004).

0
R-C-H oH 0 RC)OZ'
E—SH+NAD:E—SH—\'—>E—S—(IZ—R—>E|—S—C\—R:;>I|E—SH—>E—SH+NADH
NAD NAD 1 NADH NADH
H/O\H\
GIuJ

Figura 8: Mecanismo de acd@o proposto para ALDHs. O NAD interage com a enzima antes do substrato
aldeido. A cisteina catalitica realiza um ataque nucleofilico no substrato aldeido formando um intermediario tio-
hemiacetal. Ocorre entdo a transferéncia de um hidreto do intermediario para o NAD, formando NADH e um
tioéster. Uma molécula de agua é ativada pelo glutamato catalitico e faz um ataque nucleofilico no tioéster
liberando o &cido carboxilico e 0 NADH. E-SH indica a enzima com a cisteina como o nucleéfilo. Adaptado de
(Wymore et al 2004).

Uma andlise comparativa entre as sequencias da ALDH classe 3 de rato e das ALDHs
classe 1 e classe 2 de humano sugere que, a propésito da conservacdo de residuos-chave no
sitio catalitico, em regiGes interagentes com o cofator e em porcbes estabilizadoras de
elementos de estrutura secundaria, todas as classes de ALDHs devem compartilhar um
enovelamento estrutural semelhante, a despeito da baixa identidade de sequencia (menor que
30% entre ALDH classe 1, 2 e 3) e de diferentes modos de oligomerizagéo e especificidade ao
substrato (Liu et al 1997).

De fato, a estrutura da ALDH classe 2 de boi (ALDH2; PDB id 1AGS8), a forma
mitocondrial da aldeido desidrogenase que catalisa a oxidacdo de acetaldeido a acetato
durante o metabolismo do etanol e cuja identidade de sequencia compartilhada com a
isoenzima humana € de 95%, mas inferior a 30% com a ALDH3 de rato (PDB id 1AD3),
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mostra claramente a manutencdo do arcabouco estrutural, salvas as inimeras particularidades
concernentes ao estado de oligomerizacao e as interacGes estabelecidas entre enzima, cofator
e substrato (Figura 9). Ao contrario da dimérica ALDH3, ALDH2 é um tetramero (Figura 10),

também descrita como um “dimero de dimeros” segundo os autores (Steinmetz et al 1997).
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Figura 9: Comparacdo das estruturas primaria e terciaria de ALDH2 (1AG8) e ALDH3 (1AD3). ALDH2,
em verde, e ALDH3, em roxo, apresentam estrutura terciaria semelhante, ainda que a identidade de sequencia
(blocos em preto) compartilhada entre as duas seja de 28% (similaridade de 44%). A titulo de comparag&o, estéo
sobrepostas apenas as cadeias A de ambas.

Figura 10: Estrutura quaternaria de ALDH2 (1AG8) e ALDH3 (LAD3). Ao contrario da dimérica ALDH3
(A) (Liu et al 1997), ALDH2 (B) é um tetrdmero, ou um “dimero de dimeros” (Steinmetz et al 1997).
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A primeira observacdo de uma ALDH hexameérica em solucdo se deu recentemente
com A’-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH) de Thermus thermophilus (Figura 11)
e Deinococcus radiodurans (Luo et al 2013) e Saccharomyces cerevisiae (Pemberton et al
2014). Responsavel por catalisar a oxidacdo de y-glutamato semialdeido a L-glutamato na
presenca de NAD®, etapa final do catabolismo da prolina, a enzima P5CDH destes
organismos teve seu estado oligomérico caracterizado como um trimero de dimeros, ao
contrario das P5CDHs de humano, camundongo e Bacillus que chegam a formar dimeros,
mas ndo se organizam em oligdbmeros maiores. Segundo 0s autores, o0 ponto critico para a
hexamerizagcdo de P5CDH reside no trio Alal00, Asp/Glul66 e Arg46l, que estabelece
interagfes nas interfaces do hexadmero, mas ndo se mantem conservado nas P5CDHs
diméricas. Estados oligoméricos variados entre as P5CDHs podem sugerir ainda
consideraveis diferencas em mecanismos de cooperatividade (Luo et al 2013; Pemberton et al
2014).

Figura 11: A ALDH hexamérica PSCDH de Thermus thermophilus. Sobreposicao do envelope de SAXS e do
hexamero cristalografico de TtPSCDH (PDB id 2BHQ) obtido a 1,54 A de resolugdo. Extraido de (Luo et al
2013).

De volta a via de degradacdo do naftaleno de P. putida, a ja mencionada salicilaldeido
desidrogenase, NahF (PDB id 4JZE), cujo enovelamento estrutural se assemelha ao das outras
ALDHs citadas, exibe clara preferéncia por aldeidos aromaticos ao catalisar a sua oxidacéo
com elevados valores de ke/Kym proximos a 10° M*s™. Para aldeidos alifaticos, por sua vez,

ainda que os valores de k.a/Km sejam inferiores aos determinados para os aromaticos, ha um
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aumento significativo na eficiéncia catalitica de NahF & medida que a cadeia alifatica do
substrato aldeido aumenta (Figura 12) (Coitinho 2013).
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Figura 12: A enzima NahF, uma salicilaldeido desidrogenase da via de degradacdo do naftaleno de
Pseudomonas putida G7. A. Estrutura tridimensional do mondmero de NahF determinada por cristalografia de
raios-X a 2,42 A de resolugdo. Destaque para os trés dominios: em azul, dominio de ligagio ao dinucleotideo,
em vermelho, dominio catalitico, e em amarelo, dominio de oligomerizagdo. A unidade biolégica de NahF é
dimérica (ndo mostrado). PDB id 4JZE. B. Atividade de NahF sobre diferentes aldeidos, em que se observa a
preferéncia da enzima por aldeidos aromaticos e alifaticos de cadeia longa. Extraido de (Coitinho 2013).

Também presente em P. putida G7, a enzima Nahl, uma 2-hidroximuconato
semialdeido desidrogenase atuante na via inferior de degradacdo do naftaleno, catalisa a
conversdo de 2-hidroximuconato semialdeido (2-HMS) a 2-hidroximuconato (2-HM) (Figura
13).

(0] OH (@) OH
HWCOO' — _OWCOO-
1 2

Figura 13: 2-hidroximuconato semialdeido (1) e 2-hidroximuconato (2). Substrato e produto da reagdo
catalisada por 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase.
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Segundo a classificacdo filogenética de Perozich e colaboradores (1999) apresentada
na tabela 1, membros da familia HMSALDH apresentam preferéncia mais restrita ao
substrato, sugerindo que a especializacdo de tais enzimas seja o reflexo de uma divergéncia

evolutiva de longa data (Hempel et al 1993; Perozich et al 1999).

Curiosamente, de acordo com o modelo de evolugdo modular proposto para as vias
catabodlicas de hidrocarbonetos aromaticos em Pseudomonas (Williams & Sayers 1994), a
aquisicdo de uma via de meta-clivagem do catecol a piruvato e acetil-CoA teria sido o
primeiro passo (Bosch et al 2000), uma vez que se trata da metabolizacdo de um composto
mais simples, contendo apenas um anel aromatico. As etapas subsequentes seriam a aquisi¢éo
de um gene adicional, nahG, de modo a compor a via inferior, a incorporagdo do operon da
via superior, nahAaAbAcAdBFCED, e finalmente a aquisi¢cdo de um gene regulatorio, nahR
(Bosch et al 2000; Williams & Sayers 1994). Corrobora para isto a observacdo de que, na
degradacdo aerObica de compostos aromaticos, enzimas das vias superiores, ditas vias
periféricas, reconhecem poluentes estruturalmente diversos e os transformam a um numero
limitado de intermediarios, os quais sdo posteriormente canalizados ao metabolismo central

através de vias de clivagem do anel, conhecidas como inferiores (Cao et al 2009).

Dentro deste contexto, é bem provavel que Nahl seja mais especifica ao substrato
quando comparada a NahF pelo fato de pertencer a uma via canalizadora, que recebe um
namero restrito de intermediarios, enquanto a outra atua em uma via captadora e, portanto,

mais abrangente.

Entretanto, de forma intrigante, é reportado (Inoue et al 1995) que a enzima XylG,
uma 2-HMS desidrogenase homdloga de Nahl, envolvida, porém, na via de degradacdo de
xilenos e tolueno codificada pelo plasmideo pWWO de P. putida mt-2, pode oxidar nédo
somente 2-HMS (Kea/Kpm = 1,6 X 108 M'ls'l) como também substratos aromaticos, tais como
benzaldeido (kea/Km = 3,2 x 10* M™s™) e seus analogos (Figura 14 / Tabela A). Por sua vez, a
enzima XylC, uma benzaldeido desidrogenase com papel semelhante ao de NahF, oxida
eficientemente benzaldeido (kea/Kwm = 1,7 x 10" Ms™), contudo néo apresenta qualquer
atividade sobre substratos alifaticos (Figura 14 / Tabela B). Com base nestes dados, 0s autores
sugerem que a conformac&o estrutural do sitio ativo de XylG pode aceitar uma ampla gama de

substratos ao contrario de XyIC (Inoue et al 1995).



Tabela A. Constantes cinéticas de XylG (Inoue et al. 1995).
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Substrato Ky (1M) k.o () Koo/ Kng (M2 57)
Benzaldeido 460 17 3,2x 10
3-Metilbenzaldeido 630 26 3,6 x 10*
Via Via 4-Metilbenzaldeido 530 6,2 1,0x 10*
superior  inferior 3-Clorobenzaldeido 1.300 32 2,2x 10
CHs COOH 3-Nitrobenzaldeido 810 190 20x 10*
@ <JL 3-Metoxibenzaldeido 940 9 0,8 x 10*
R1 R1
2 R2 3-Fluorobenzaldeido 170 64 33x 104
XyIMA W XylIXYZ v
CHOH HOOC OHOH NAD* 33013 21112 5,6 x 10%
Q‘m [E;( 2-Hidroximuconato 17+6 2749 1,6 x 106
R2 R2 semialdeido
xylB W XylL ¥V o .
CHO OH 2-Hidroxi-5-metil-6- 5
+ +
OH oxohexa-2,4-dienoato 9312 22+3 2,1x10
R1 R1
R2 R2 . s
XylC WV XylE W Tabela B. Constantes cinéticas de XyIC (Inoue et al. 1995).
COOH OH H
lOOH > COOH Substrato K (IJ-M) kcar (s-l) kcar/KM (M-l s-l)
R1 ‘0}21 COOH ’
| XyIG Benzaldeido 25+1,0 48+ 10 1,7 x 107
“ \V XylH
XylF ¥ 3-Metilbenzaldeido 1,9£0,7 31t4 1,4x 107
B I—_;:g:: 4-Metilbenzaldeido 1,5+0,2 28+1 1,6 x 107
Xyll Xyl k2 3-Clorobenzaldeido 2,1£0,5 48+ 4 1,9 x 107
/&m_}” 3-Nitrobenzaldeido 22+6,0 121+14 0,5x 107
HO 2 3-Metoxibenzaldeido 2,6+0,5 38+3 1,2 x 107
xylk ¥ : 7
3-Fluorobenzaldeido 2,9+0,8 B3+6 1,6x 10
Acetaldeido + piruvato NAD* 320+ 59 47+ 6 1,3 x 10°

2-Hidroximuconato
semialdeido

2-Hidroxi-5-metil-6-
oxohexa-2,4-dienoato

Figura 14: Aldeido desidrogenases, XylC e XylG, envolvidas na degradacdo de tolueno e xilenos por
Pseudomonas putida mt-2. A esquerda, vias superior e inferior de degradacéo de tolueno e xilenos codificadas
pelo plasmideo TOL pWWO. A partir da reagdo catalisada por XylE, uma catecol-2-3 dioxigenase, as enzimas da
via de meta-clivagem do catecol sdo homdlogas aquelas codificadas pelo plasmideo NAH7, conforme reportado
na subsec¢do 1.4. Composto 1: tolueno (R1 = H, R2 = H), m-xileno (R1 = CH3, R2 = H), p-xileno (R1 =H, R2 =
CHg). Composto 2: benzaldeido (R1 = H, R2 = H), m-metilbenzaldeido (R1 = CH3, R2 = H), p- metilbenzaldeido
(R1 = H, R2 = CHj3). Composto 3: benzoato (R1 = H, R2 = H), m-toluato (R1 = CHs, R2 = H), p-toluato (R1 =
H; R2 = CHs). Composto 4: 2-hidroximuconato semialdeido (R1 = H, R2 = H), 2-hidroxi-6-oxohepta-2,4-
dienoato (R1 = CH3, R2 = H), 2-hidroxi-5-metil-6-oxohexa-2,4-dienoato (R1 = H, R2 = CHs). A direita, tabelas
das constantes cinéticas de (A) XylG, uma 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase, e (B) XylC, uma
benzaldeido desidrogenase. Extraido e adaptado de (Inoue et al 1995).

Assim, ainda que membros da superfamilia ALDH apresentem um enovelamento
estrutural comum, a elucidagdo da estrutura tridimensional de Nahl e sua comparagdo com
NahF e outras ALDHs permitird inferir distingbes no sitio catalitico que podem ser

responsaveis por mudancas sistematicas nas propriedades cinéticas destas enzimas sobre uma
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variedade de substratos aldeidos. A caracterizacdo de Nahl ira expandir o entendimento de
aldeido desidrogenases em geral e, em particular, a categoria das semialdeido desidrogenases.
Por sua vez, o acumulo de estudos de caracterizacdo cinética e estrutural de enzimas e a
compreensdo das diferencas estruturais que as fazem Unicas em suas reacGes podem permitir,
por exemplo, a criacdo de enzimas degradadoras de naftaleno mais efetivas através de
modificacfes nas ja& existentes, sendo assim util em processos de bioremediacdo (Habe &
Omori 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Caracterizar cinética e estruturalmente a proteina recombinante Nahl, uma 2-
hidroximuconato semialdeido desidrogenases de Pseudomonas putida G7, bem como formas

mutantes recombinantes da enzima.

2.2. ESPECIFICOS

2.2.1. Nahl

» Determinar a estrutura cristalografica da enzima Nahl recombinante em continuidade a

um trabalho prévio desenvolvido em nosso laboratorio;
» Elucidar o estado oligomérico da proteina em solucéo;

> Caracterizar cineticamente a Nahl frente a aldeidos alifaticos e aromaticos.

2.2.2. Mutantes de Nahl
» Obter as formas mutantes recombinantes de Nahl em estado puro;
> Realizar ensaios de cristalizacdo das enzimas recombinantes;
» Coletar dados de difracédo de raios-X de cristais obtidos;

» Determinar as estruturas cristalogréficas;

> Caracterizar cineticamente os mutantes de Nahl frente a aldeidos alifaticos e

aromaticos.
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3.1. PLASMIDEOS
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As construcdes plasmidiais utilizadas neste trabalho estdo relacionadas no Quadro 1.

Formas mutantes da enzima Nahl de Pseudomonas putida G7 foram obtidas por mutagénese

sitio-dirigida a partir do gene nahl (Gene Id: 3974218) previamente clonado no vetor pET28a-

TEV em trabalho anterior (Neves 2013). Foram enviados 4 pg do vetor pET28a-TEV-nahl

em solucdo para a Genscript USA Inc., empresa responsavel pelos servicos.

Quadro 1: Construgées Plasmidiais

Construcdes Plasmidiais

Descrigdo

pET28a-TEV-nahl*

Gene nahl de P. putida G7 clonado no
vetor pET28a-TEV.

PET28a-TEV-nahl-L156G

Mutante de Nahl, no qual a Leucina 156
foi substituida por Glicina.

pET28a-TEV-nahl-F448S

Mutante de Nahl, no qual a Fenilalanina
448 foi substituida por Serina.

pET28a-TEV-nahl-L156G/F448S

Duplo mutante de Nahl:
L156—G ¢ F448—S.

*(Neves 2013).

O vetor pET28a-TEV (Figura 15), construido por Carneiro e colaboradores a partir do

vetor pET28a (Novagen), adiciona uma sequencia de seis residuos de histidina e sitio de

clivagem pela protease do virus etch do tabaco (tobacco etch virus - TEV) (Carneiro et al
2006) na extremidade N-terminal da proteina de interesse (MGHHHHHHENLYFQGH -

proteina).
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Canamicina  Origem f1 6xHis 6xHis laci

D> <

SMC

Sitio TEV

(166)
(173)
(179)
(192)
(198)
(231)
(238)

Xhol (158)
Sal

Notl (166)
Eag
Hindll

Figura 15. Desenho esquematico do vetor de expressdo pET28a-TEV (5357 pb). A cauda de histidinas
(6xHis) seguida do sitio de clivagem para a protease TEV sédo adicionados a sequencia da proteina recombinante
na extremidade N-terminal. SMC: sitio multiplo de clonagem.

3.2. ANTIBIOTICOS

Os antibidticos utilizados, bem como suas respectivas concentracdes de estoque e de
uso no meio de cultura, além de plasmideo e/ou cepa que conferem resisténcia para tais, sao

listados no Quadro 2.

Quadro 2: Antibioticos

Antibidtico Plasmideo / Cepa Concentracao estoque Concentracéo final
Canamicina (sulfato) pET28a-TEV 50 mg/mL 50 pg/mL
Gentamicina (sulfato) ArcticExpress™ 40 mg/mL 20 pg/mL

Em condicdes de assepsia, as solucdes de estoque foram preparadas com &gua
ultrapura estéril e esterilizadas por filtracdo (0,22 um), exceto quando compradas em ampolas,

e entdo armazenadas a -20 °C.

3.3. CEPASBACTERIANAS

Cepas bacterianas de Escherichia coli DH50™ (Life Technologies) e ArcticExpress™
(DE3) (Stratagene) foram utilizadas no preparo de células eletrocompetentes para

transformacéo.
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Bactérias da linhagem DHS5o foram utilizadas para replicagdo das construcgdes
plasmidiais. Esta cepa de E. coli possui uma mutacdo no gene endA, representada no gendtipo
por endAl. O gene endA selvagem codifica para a endonuclease |, capaz de degradar DNA de
dupla fita. A linhagem mutante, referida como EndA’, produz uma forma inativa da nuclease,
0 que permite um significativo aumento em qualidade e rendimento de DNA plasmidial usado

para sequenciamentos ou outros ensaios (Taylor et al 1993).

Para expressdo das proteinas recombinantes foi utilizada a linhagem ArcticExpress
(DEJ), derivada de E. coli B e deficiente das proteases Lon e OmpT, as quais podem degradar
proteinas durante a purificagdo. Como um lisdgeno A-DE3, esta cepa contém integrado ao seu
cromossomo bacteriano, e sob controle do promotor lacUV5, o gene que codifica para a
enzima T7 RNA polimerase, cuja inducdo da expressdo com IPTG resulta na expressdo
aumentada de genes clonados em vetores que possuem o promotor T7. Mais notavelmente, a
cepa ArcticExpress apresenta um plasmideo que codifica para as chaperoninas Cpnl0 (10
kDa) e Cpn60 (57 kDa) de Oleispira antarctica, as quais possuem, respectivamente, 74% e
54% de identidade de sequencia de aminoacidos com GroEL e GroES de E. coli. Ao
demonstrarem elevada atividade de enovelamento proteico em temperaturas de 4 a 12 °C,
Cpnl0 e Cpn60, quando co-expressas em ArcticExpress, auxiliam no processamento de
proteinas expressas em baixas temperaturas e podem, assim, elevar o rendimento de proteinas

recombinantes sollveis e ativas (Agilent Technologies 2010).

3.4. PREPARO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES

Células eletrocompetentes de E. coli foram preparadas de acordo com protocolo

presente no manual do eletroporador MicroPulser™ (Bio-Rad), conforme descrito a seguir.

Inicialmente, o pré-indculo da cepa de interesse foi feito em 5 mL de meio LB
(triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; cloreto de sodio 5 g/L) sem antibiético e incubado
a 37 °C por 16 horas sob agitacdo constante de 150 rpm. Excecdo feita para a cepa
ArcticExpress (DE3), que teve o antibidtico gentamicina adicionado ao meio de cultura. Ap6s
0 crescimento, a cultura foi inoculada em 500 mL de meio LB sem antibiotico e cultivada a
37 °C sob agitagcdo de 200 rpm até ser atingida a DOgoo de 0,5 a 0,7. Uma vez alcangado o
nivel de crescimento desejado, a cultura foi resfriada em gelo por 20 minutos ao fim dos quais

as células foram coletadas por centrifugagdo a 4.000 g, a 4 °C por 15 minutos. Feito o descarte
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do sobrenadante, ressuspendeu-se as células em 500 mL de glicerol 10% estéril e gelado.
Outros trés ciclos de centrifugacéo e ressuspensédo foram realizados, respectivamente, em 250
mL, 20 mL e 2 mL de glicerol 10%, conforme descrito acima. Finalmente, as células
ressuspendidas em 2 mL de glicerol 10% gelado foram aliquotadas em microtubos. As
aliquotas de 50 pL foram imediatamente incubadas em gelo e armazenadas em freezer -80 °C,

estando assim prontas para uso.

3.5. TRANSFORMAGCAO DE BACTERIAS POR ELETROPORACAO

Em aliquotas de 50 pL de bactérias E. coli eletrocompetentes (DHS5a e ArcticExpress)
mantidas em gelo por cerca de 5 minutos, adicionou-se 2 uL de vetor. As células foram
transferidas para uma cubeta apropriada, tamanho de 0,2 cm. Apds a eletroporacao (2,50 kV,
1 pulso, em eletroporador MicroPulser™ da Bio-Rad), foram adicionados 300 pL de meio
2xYT (triptona 16 g/L; extrato de levedura 10 g/L; cloreto de sodio 5 g/L) liquido, e incubou-
se a 37 °C por 1 hora sob agitacdo de 200 rpm para expressdo do gene de resisténcia.
Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio seletivo 2xYT - &gar 1,5% (p/v)
contendo o antibi6tico adequado. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa bacteriolégica
por 16 horas para obtencdo de col6nias. Os antibioticos utilizados, bem como suas respectivas

concentracdes de estoque e de uso estdo descritos no item 3.2.

3.6. EXPRESSAO HETEROLOGA EM E. coli

Colb6nias unicas de E. coli ArcticExpress (DE3) previamente transformadas e
plaqueadas (item 3.5) foram inoculadas separadamente em meio de cultura 2xYT na presenca
dos antibioticos gentamicina e canamicina e, entdo, incubadas a 37 °C sob agitagcdo de 200
rpm. Alternativamente, fez-se o pré-indculo a partir de aliquotas de culturas, conservadas em
glicerol e armazenadas em freezer (-80 °C), diluidas 1000 vezes. Apds 16 horas de
crescimento, as culturas iniciais foram diluidas 1:50 em meio 2xYT sem antibidtico e
cultivadas por 3 horas a 30 °C e 200 rpm, quando fez-se a inducdo com IPTG a uma
concentracéo final de 0,5 mM. A expressdo prosseguiu a 12 °C e em agitacdo constante de
200 rpm ao longo de 24 horas. Aliquotas no inicio e no término da expressdo foram coletadas

e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS.
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Ap0s o periodo de expressao, as células foram coletadas por centrifugacao (5.000 g, a
4 °C por 15 minutos), o sobrenadante descartado e o precipitado celular congelado (-20 °C) ou

imediatamente submetido a lise.

3.7. LISE CELULAR

O precipitado celular proveniente de 1,5 litros de cultura foi ressuspendido em 50 mL
de tampdo A (Fosfato de Sodio 0,02 M pH 7,4; NaCl 0,5 M) e lisado em homogeneizador
Emulsiflex®-C3 (Avestin) sob pressdo de 15.000 a 20.000 psi, realizando-se 3 passagens da
suspensdo celular pelo aparelho. O sobrenadante foi separado da fragdo insollvel através de
centrifugacdo a 10.000 g, a 4 °C por 20 minutos.

3.8. PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Cada proteina recombinante, fusionada a cauda de histidinas N-terminal, foi
inicialmente purificada através de cromatografia de afinidade a niquel em sistema AKTAprime
plus (GE Healthcare). O extrato foi aplicado em coluna HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare)
previamente ambientada com tampdo A. Apoés a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada
com tampédo A acrescido de imidazol 30 mM até que nenhuma leitura de absorvancia fosse
observada a 280 nm. A elui¢do das proteinas foi feita em concentracdo crescente de imidazol
utilizando tampdo B (Fosfato de Sddio 0,02 M pH 7,4; NaCl 0,5 M; Imidazol 0,5 M).

Para reduzir a concentracdo de cloreto de sddio e remover o imidazol, fracOes
contendo proteina purificada foram reunidas e aplicadas em coluna de dessalinizacdo HiPrep
26/10 (GE Healthcare) previamente ambientada com tampéo Tris-HCI 0,05 M pH 7,4; NaCl

0,05 M, sendo a eluicéo feita em mesmo tampao.

Para cada proteina recombinante estudada, metade da amostra foi submetida a
protedlise da cauda de histidinas pela protease TEV a 5% (p/p) em tampao Tris-HCI 0,05 M
pH 7,4; NaCl 0,05 M; DTT 1 mM, por 16 horas a 4 °C.

A protease TEV é produzida no proprio laboratorio BioEst (ICB/UFMG) a partir do
vetor pMHT238A. Sua atividade ¢ sitio-especifica e reconhece a sequencia de residuos
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ENLYFQS, ou ENLYFQG, presente entre a etiqueta de afinidade e o inicio da sequencia da
proteina recombinante. A clivagem ocorre ap6s o residuo de glutamina (Taylor et al 1993).

A amostra foi novamente purificada por cromatografia de afinidade a niquel conforme
protocolo descrito acima, objetivando retirar a protease TEV que, por apresentar em sua
extremidade N-terminal uma cauda de histidinas, permanece retida na coluna juntamente com
contaminantes provenientes da primeira etapa de purificacdo. Entretanto, a proteina
recombinante clivada, por ndo ter a etiqueta de afinidade, ndo interage com a coluna e é

recolhida ja nas primeiras fracGes.

Finalmente, amostras de proteina completa e clivada foram concentradas
separadamente por ultrafiltracdo em Vivaspin (GE Healthcare) com limite de exclusédo
molecular de 10.000 Da e, entdo, submetidas a cromatografia de exclusdo molecular em
coluna HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare) (faixa de separacdo de
10.000 a 600.000 Da). Para tal, a coluna foi ambientada em tampdo Fosfato de Sédio 0,05 M
pH 7,4; NaCl 0,05 M, no qual a proteina foi eluida mantendo-se sempre fluxo constante de

1,0 mL/min. Armazenou-se a proteina purificada em geladeira a 4 °C.

O volume vazio da coluna de exclusdo molecular foi calculado por meio da aplicacao
de Blue Dextran, enquanto a calibracdo da coluna foi realizada aplicando-se individualmente
as seguintes proteinas estabelecidas como padrfes de massa molecular: citocromo C (12,4
kDa), albumina (66 kDa), alcool desidrogenase (150 kDa) e B-amilase (200 kDa).

Amostras recolhidas ao longo de todo o processo foram submetidas a eletroforese em

gel de poliacrilamida-SDS.

Todos o0s ensaios descritos neste trabalho sobre Nahl referem-se a proteina
recombinante clivada, sem a cauda de histidinas e apenas com o0s dois residuos remanescentes
de glicina e histidina (GH), excecédo feita para a etapa de cristalizagdo, que foi conduzida

apenas com 6xHis-Nahl.

3.9. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA

Fez-se a dosagem das proteinas atraves da medida da absorvancia a 280 nm em

espectrofotdbmetro  Nanodrop® Uma vez conhecidas as sequencias de residuos de
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aminoacidos das proteinas em estudo, é possivel predizer o coeficiente de extingdo molar de

cada e aplicar a formula de Lambert-Beer,

A =¢egXIlXc

na qual 4 é a absorvancia a 280 nm; ¢, o coeficiente de extingdo molar dado em M™*cm™; 7 o
caminho Optico da cubeta em cm, e ¢, a concentracdo molar da proteina. O coeficiente de
extincdo molar a 280 nm para proteinas em agua, segundo Pace e colaboradores (1995), pode

ser predito através da equacao:

£ (280) (M'em™) = (#Trp x 5500) + (#Tyr x 1490) + (#cistina x 125)

em que # corresponde, na devida ordem, ao nimero de residuos de triptofano e de tirosina,

bem como pontes dissulfeto presentes na proteina (Pace et al 1995).

Os valores de € para cada proteina, fusionada ou ndo a cauda de histidinas, foram
obtidos através do programa ProtParam (Wilkins et al 1999) hospedado no servidor
protedmico EXPASy (Gasteiger et al 2003). Para 6xHis-Nahl e formas mutantes, € = 57410
M™cm™ e MM = 53,5 kDa. Ap6s clivagem da cauda de histidinas, € = 55920 M™cm™ e MM
=51,7 kDa.

3.10. ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ

Ensaios de espalhamento dindmico de luz (DLS) foram realizados a temperatura de
25°C em aparelho Zetasizer Nano ZS-90 (Malvern). Anterior a isto, a amostra proteica
proveniente de cromatografia de exclusdo molecular foi centrifugada a 13.000 g por 10
minutos a 4 °C para retirar impurezas ou particulas insolGveis presentes em suspensao. Para

cada amostra, dependendo da concentracdo de proteina, medi¢cdes foram realizadas por 10 a
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100 vezes (10 segundos cada) em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho o6ptico. Os dados
foram coletados e analisados utilizando o programa Malvern Zetasizer v. 6.01, através do qual
foram obtidas estimativas de massa molecular baseadas no raio hidrodinamico (R,) da

particula.

3.11. DICROISMO CIRCULAR

O contetdo de estrutura secundaria de Nahl, na presenca ou auséncia de NAD", foi
avaliado por espectroscopia de dicroismo circular (CD, do inglés Circular Dichroism) usando
um espectropolarimetro JASCO J-815 (Jasco Corporation). As amostras, a uma concentracao
de 6 uM em tampéo Fosfato de Sédio 0,05 M pH 7,4; NaCl 0,05 M, foram centrifugadas
(13.000 g por 10 minutos a 4 °C) antes de cada ensaio. Para as amostras com NAD", o cofator
foi adicionado a uma concentragdo molar final 10 vezes superior a concentragdo de proteina e,
entdo, realizada incubag@o em gelo por 1 hora antes da centrifugacdo. Espectros de CD no UV
distante (190 - 260 nm) foram registrados ao longo do intervalo de 20 a 95 °C com
incrementos de temperatura a cada 5 °C, velocidade de varredura de 100 nm/min, passo de 1,0
nm e 5 acumulagBes por digitalizacdo. A mesma cubeta de quartzo com 0,5 milimetro de
caminho éptico foi usada ao longo dos ensaios. Os espectros foram corrigidos a linha de base
subtraindo o espectro da solucdo tampdo (Fosfato de Sédio 0,05 M pH 7,4; NaCl 0,05 M)

utilizada nas analises.

O conteudo de elementos de estrutura secundaria de Nahl foi calculado por meio do
programa CDNN v.2.1 (Bohm et al 1992). A identificacdo dos elementos de estrutura
secundaria a partir de estruturas tridimensionais de proteinas homoélogas depositadas no PDB
foi realizada por meio do servidor STRIDE (Frishman & Argos 1995; Heinig & Frishman
2004).

3.12. CRISTALIZACAO DE PROTEINAS E DIFRACAO DE RAIOS-X

Ensaios de cristalizacdo foram realizados segundo a técnica de difusdo de vapor em
gota suspensa utilizando placas de cristalizagdo Limbro Box de 24 pogos (Hampton Research),

laminulas silanizadas e graxa de silicone.
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Nessa técnica, a solucdo de proteina, juntamente com uma solugdo de cristalizagdo
adequada, € adicionada a uma laminula na forma de uma gota. A laminula é entdo invertida
sobre um recipiente contendo 1 mL da mesma solucdo de cristalizacdo, vedando-o
hermeticamente por meio da graxa de silicone. Lentamente, por difusdo de vapor, a
concentracdo de precipitante das gotas, inicialmente menor, vai se igualando & concentragao
da solucdo presente no pogo. Devido ao aumento de concentracdo, a gota pode chegar
lentamente a condicdo de supersaturacdo, na qual a proteina ndo € mais soltvel e comeca a
precipitar. Caso ocorra precipitacdo, ela pode ser de forma desordenada, formando
precipitados amorfos ou mudancas para fase oleosa (ndo desejaveis), ou acontecer de forma
sistematica pela formacdo de nicleos cristalinos que correspondem a proteinas em uma
estrutura organizada. Dependendo da condicdo de cristalizacdo e das particularidades da
macromolécula, apo6s a nucleacdo, mais moléculas de proteina podem agregar-se aos nucleos

de forma ordenada fazendo com que o cristal cresca.

Os testes de cristalizacdo das formas mutantes de Nahl foram realizados com as
proteinas clivadas e ndo clivadas na propor¢do 1:1 de proteina / solucdo de cristalizacdo, a
18°C e em concentracdes variadas do agente precipitante Formato de Sodio e diferentes
valores de pH, por meio da adi¢do de tampao Hepes-Na 0,1 M, conforme indicam os mapas
das caixas de cristalizacdo esquematizados na Figura 16.

Mapa 1 Mapa 2
Hepes- Formato de Sodio Hepes- Formato de Sodio
Na 30M | 32M | 34M | 3,6M | 3,8M | 40M Na 1,8M | 20M | 22M | 24M | 26M | 2,8M
pH 7,2
pH 7,0 pH7,8
pH7,8
pH 8,2

Figura 16. Mapas das condi¢des de cristalizagdo testadas para os mutantes de Nahl. Os testes foram
realizados com as proteinas (com e sem 6xHis) na propor¢do 1:1 de proteina / solucdo de cristalizacdo, em
concentragdes variadas de Formato de Sddio e diferentes pHs.

Os cristais formados foram submetidos a difracdo de raios-X na linha MX2 do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas, SP. Para isto, foram coletados

com loop de nylon adequado, transferidos brevemente para solucdo criogénica contendo
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etilenoglicol na concentracdo final de 10% v/v, congelados em vapor de nitrogénio liquido na
temperatura de 100 K e entdo expostos ao feixe de raios-X.

As imagens dos dados de difracdo, obtidas por meio de detector MARCCD, foram

processadas no programa HKL2000 (Otwinowski & Minor 1997).

3.13. RESOLUCAO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA

Inicialmente, a fim de se estimar o nimero de moléculas que se espera encontrar na
unidade assimétrica do cristal, foi realizado o calculo do coeficiente de Matthews (Matthews
1968) dado por:

Vp = V/IMXxXZ

em que V é o volume da célula unitaria em A®, M é a massa da proteina em Daltons, x é 0
namero de unidades assimétricas por célula unitaria, enquanto Z corresponde ao nimero de

moléculas na unidade assimétrica.

A substituicdo molecular foi realizada pelo programa Phaser (McCoy et al 2007) e a
construcdo automatica do modelo foi obtida através do Bucaneer (Cowtan 2006). O
refinamento das fases encontradas procedeu-se, inicialmente, pelo programa Refmac5
(Murshudov et al 2011; Murshudov et al 1997) disponivel no pacote CCP4 (Winn et al 2011).
Nesse programa, foi utilizada a opgao “Restrained Refinement”, em que o modelo ¢ refinado

para melhor se ajustar a densidade experimental, mantendo assim a estereoquimica adequada.

Para inspecéo e correcdo mais apurada dos parametros, como angulos e comprimento
de ligag0es, os ciclos finais de refinamento foram realizados pelo programa Phenix (Adams et
al 2010) intercalados com ajustes manuais no modelo quando visualizado no programa Coot

(Emsley et al 2010) juntamente com os mapas de densidade eletrénica 2F,-F.e F,-F.

As figuras dos modelos tridimensionais foram feitas no programa UCSF Chimera
(Pettersen et al 2004).
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3.14. ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ANGULO

Curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS, do inglés small-angle x-
ray scattering) para amostras de Nahl em tampao Fosfato de Sodio 0,05 M pH 7,4, NaCl 0,05
M foram registradas na linha de feixe SAXS-1 do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS) utilizando um detector Dectris Pilatus 300k (84 mm x 107 mm). As amostras foram
centrifugadas (13.000 g por 10 minutos a 4 °C) antes da coleta de dados. Com o comprimento
de onda L = 1,55 A e a distancia amostra-detector de 1617,34 mm, o intervalo do médulo do
vetor de espalhamento foi de 0,0069 < q < 0,2692 A™ (q=4zsin@/, em que 26 é o angulo de
espalhamento). As curvas de espalhamento da solucdo de proteina e do tampédo foram
coletadas em etapas consecutivas com tempos de exposi¢do de 5, 20 e 60 segundos para
monitoramento dos danos causados pela radiacdo a amostra, além da estabilidade do feixe,
sendo as amostras mantidas em um porta-amostras com 1,0 mm de espessura de janelas de

mica a temperatura constante (25 °C).

A integracdo de dados, normalizacdo da intensidade do feixe transmitido e atenuacao
da amostra, bem como subtracdo do espalhamento do tampéo, foram efetuadas com Fit2D
(Hammersley et al 1996). A analise dos dados e a plotagem foram realizadas com ATSAS
2.5.1.1 (Petoukhov et al 2012) e GNUPLOT (http://www.gnuplot.info). Os valores para o raio

de giro (Rg) e a intensidade de espalhamento a angulo zero (1(0)) foram obtidos tanto a partir

da aproximacdo de Guinier (Porod 1982) I(q) = I(0)exp(-q2R92/3), valida para gRg = 1.3,
guanto pelo método de transformada de Fourier indireta implementado no programa GNOM
(Svergun 1992). O ultimo também foi utilizado para calcular a funcéo de distribuicdo de pares
de distancia, P(r), a partir da curva de espalhamento. O estado conformacional da proteina em
solucdo foi avaliado pelo grafico de Kratky (q°I(q) x ) obtido diretamente a partir da curva
de espalhamento (Doniach 2001; Rambo & Tainer 2011; Semisotnov et al 1996). Estimativas
para a massa molecular das particulas espalhadoras em solugcdo foram obtidas através de um

método que é independente de medi¢des da concentragdo de proteina, com base no invariante

de Porod, Ioooqzl(q)dq (integracéo da area sob o grafico de Kratky) (Fischer et al 2010).

Simulages de espalhamento com estruturas do banco de dados de proteinas PDB
(Berman et al 2000) foram realizadas utilizando o programa CRYSOL (Svergun et al 1995),
de forma que os dados experimentais obtidos para Nahl puderam ser comparados com

estruturas de alta resolucdo conhecidas. Neste caso, a distdncia maxima observada em cada
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estrutura foi calculada com o programa NCONT (Winn et al 2011). Apo6s determinagdo do
arranjo tetrameérico mais provavel de Nahl (analogo ao PDB id 4I11W), um modelo
tridimensional do mondmero de Nahl foi predito utilizando a sequencia de aminoacidos,
conforme implementado na plataforma I-TASSER (Roy et al 2010). Feito isto, a estrutura do
monomero foi entdo individualmente posicionada sobre cada uma das quatro cadeias que
compdem a unidade bioldgica, resultando no tetrdmero putativo de Nahl. O programa FoXS
(Schneidman-Duhovny et al 2010; Schneidman-Duhovny et al 2013) foi utilizado para
calcular as curvas de espalhamento teoricas a partir dos modelos de dimero (similar as cadeias
A e B de 411W) e tetramero (similar a 411W) de Nahl e para estimar a porcentagem de cada

oligbmero em solugéo.

3.15. ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade de 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase foi avaliada seguindo a
taxa de desaparecimento do substrato 2-HMS a 375 nm (Amax = 22.966 M cm™). A producéo
de NADH a 340 nm ndo pdde ser observada devido ao substrato absorver fortemente na
mesma regido espectral. Ao contrério, para a atividade cinética de Nahl sobre 2-salicilaldeido,
outro intermediério da via de degradacdo do naftaleno, monitorou-se a taxa de formacdo de
NADH a 340 nm.

A mistura de reacdo consistiu em tampéo Fosfato de Potassio 50 mM pH 8,5, NaCl 50
mM, contendo diferentes concentracdes de 2-hidroximuconato semialdeido, 200 uM de NAD"
e 0,060 uM de enzima. Tanto o substrato como o cofator foram dissolvidos em tampéo
Fosfato de Potassio 50 mM pH 8,5 antes de serem adicionados a mistura de reacdo. O ensaio
foi iniciado pela adi¢éo de 2 a 40 uL de 2-hidroximuconato semialdeido a um volume final de
1,0 mL. Todos os ensaios espectrofotométricos foram realizados em cubetas de quartzo de 10
mm de caminho oOptico a 25 °C, e os dados foram obtidos utilizando um espectrofotdmetro
Agilent 8453.

Os parametros cinéticos foram ajustados por regressdo ndo linear das velocidades
iniciais (Vo) versus concentracfes do substrato 2-hidroximuconato semialdeido [S] no
programa GraFit (Erathicus Software Ltd., Staines, UK), seguindo a equacdo de Michaelis-

Menten,
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_ Vméx [S]
Ky +[S]

na qual se define a relacdo quantitativa entre a velocidade inicial, Vo, a velocidade maxima,
Vmax, € @ concentracao inicial de substrato [S], todas relacionadas pela constante de Michaelis,
Kwm. Neste trabalho, especificamente, o termo Ky, serd usado como um indicador da afinidade

da enzima pelo seu substrato.

A grandeza Vmax equivale a etapa limitante da velocidade da reagdo enzimética e varia
muito entre enzimas diferentes. Uma constante de velocidade mais geral, ke, € Gtil para
descrever a etapa limitante de qualquer reacdo catalisada por enzimas na saturacdo. A
constante kg, cuja unidade € a reciproca do tempo, também é chamada de numero de
renovagao (“turnover”), sendo equivalente ao niumero de moléculas de substrato convertidas
em produto, por unidade de tempo, por uma Unica molécula de enzima quando esta estiver

saturada pelo substrato. Assim, calcula-se:

kcar = Vméx/[Etotal]

em que Vmax € a velocidade méxima calculada para a reacdo enzimatica, enquanto Eotal

equivale a concentracao total de enzima utilizada no ensaio.

Para avaliar as eficiéncias cataliticas de enzimas diferentes, ou 0 nimero de vezes que
diferentes substratos sdo catalisados por uma mesma enzima, compara-se a relagdo Kca/Km
para as duas reacdes. Este pardmetro, muitas vezes denominado constante de especificidade,
indica qual é o substrato “natural” ou preferido pela enzima. Assim, nossa discusséo sobre a
atividade de Nahl e suas formas mutantes, bem como de outras ALDHSs, sobre diferentes

substratos aldeidos seréa feita por comparacdo dos valores de Keat/ K,

O substrato 2-HMS foi produzido e gentilmente fornecido pelo professor Christian P.
Whitman da Universidade do Texas em Austin, EUA, conforme descrito em (Araujo et al
2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em trabalho anterior iniciado por Neves e colaboradores (Neves 2013) do Grupo de
Biologia Estrutural (BioEst / ICB / UFMG), a forma recombinante da enzima Nahl foi
expressa a 12 °C em E. coli BL21 ArcticExpress (DE3) por 24h apés inducdo com IPTG.
Com este protocolo de expressao, Nahl apresentou-se na fracdo soltivel conforme observado
pela banda com peso molecular aproximado de 55 kDa em gel de poliacrilamida-SDS (Figura

17), consistente com 0 mondmero de 6xHis-Nahl (53,518 Da).

Duas etapas de purificacdo consecutivas, cromatografia de afinidade ao niquel e de
exclusdo molecular, possibilitaram recuperar, com elevado grau de pureza, aproximadamente
30 mg da proteina 6xHis-Nahl para cada litro de meio de cultura (Figura 17). Apds remocao
da cauda de histidinas com a protease TEV, dois residuos de amino&cidos adicionais, glicina e
histidina, permaneceram na proteina, que passou a apresentar peso molecular tedrico de

51,712 Da sem qualquer sinal de agregacao ou precipitacéo.

kDa MM O©h

24h MM AF GF
116- 554 116-
: = 66,2 -
.
66,2~ - 4 ‘ . -
’ ' « 45 -
45 - - ’ s 35- .. S
F=
35- - : 25- w—
25 - — ‘ 18,4- 1 S

Figura 17: Expressdo heterdloga e purificacdo de 6xHis-Nahl. Perfil eletroforético de proteinas totais de
bactérias E. coli BL-21 ArcticExpress (DE3) transformadas com o vetor de expressdo pET28a-TEV-nahl, antes
(Oh) e apds (24h) inducdo da expressdao por IPTG. S e I: fragcBes sollvel e insollvel apés a lise celular. AF:
Cromatografia de afinidade. GF: Cromatografia de gel filtracdo ou exclusdo molecular. As bandas referentes a
Nahl recombinante estdo indicadas pelas setas. Géis de poliacrilamida-SDS 15% corados com azul de
Coomassie. MM (kDa): massa molecular em kiloDaltons (Unstained Protein Molecular Weight Marker —
Thermo Scientific). Extraido e adaptado de (Araujo et al 2015).
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4.1. ESTRUTURA SECUNDARIA DE Nahl NA AUSENCIA E NA PRESENCA DE NAD"

Os espectros de CD de Nahl a 20 °C, na presenca e na auséncia de NAD", sd0 muito
semelhantes um do outro ao longo de toda a gama de comprimento de onda medido (190 a
260 nm) (Figura 18 a), com apenas uma ligeira diferenga em comprimentos de onda inferiores
a 195 nm. Esta diferenca pode ser devida tanto ao maior nivel de ruido nos espectros do
tampé&o e da amostra nesta regido, como também por uma diferenca muito pequena no teor de
fitas-B entre as amostras. A deconvolucdo de qualquer destes dois espectros utilizando o
programa CDNN 2.0 (Bohm et al 1992) é insensivel a esta pequena diferenca, sendo que
ambos sugerem uma composicdo para Nahl de 35% de a-hélices, 17% de fitas-p e 46% de

outros elementos de estrutura secundaria (17% de voltas-p e 29% de random coil).

Na pratica, estes resultados sugerem que a ligacdo de NAD" ndo provoca alteracdes
conformacionais significativas na estrutura secundaria da enzima a 20 °C. Além disso, estes
dados aproximam-se do contetdo de estrutura secundaria de 2-aminomuconato 6-semialdeido
(2-AMS) desidrogenase de Pseudomonas fluorescens (PDB id 411W) (Huo et al 2015), que
compartilha 61% de identidade de sequencia com Nahl e apresenta 43% de a-hélices e 22%
de fitas-p, conforme atribuido pelo servidor STRIDE (Frishman & Argos 1995; Heinig &
Frishman 2004). E de se esperar que Nahl também apresente um enovelamento semelhante ao
de NahF (PDB id 4JZ6) (Coitinho et al 2012), uma ALDH aromatica de P. putida G7
pertencente a mesma via de degradacdo do naftaleno. Ambas compartilham apenas 33% de

identidade de sequencia, contudo NahF é composta de 43% de a-hélices e 20% de fitas-p.

Na medida em que a temperatura é elevada até 95 °C, os espectros de CD sdo
modificados e direcionam-se para um perfil de proteinas parcialmente desenoveladas,
resultante da perda de conteudo de a-hélices (Figura 18 a). Um espectro de CD tipico de a-
hélices possui contribuigdes positivas em torno de 194 nm e negativas em torno de 210 e 220

nm.

Curiosamente, as formas apo e holo (NAD" ligado) de Nahl se comportam de forma
diferente quando submetidas & desnaturagdo térmica. Esta diferenca torna-se mais evidente a
partir de 55-60 °C na faixa de 190 a 195 nm, mas se estende a aproximadamente 210 nm ao se
atingir 95 °C, como mostrado na Figura 18 a. Estes resultados sugerem que a ligacdo de
NAD" aumenta a estabilidade do complexo devido & manutencio de fitas-B do dominio de

ligacdo ao cofator, mais provavelmente do motivo de Rossmann, durante a desnaturacéo
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térmica. Como fitas-f tém uma contribuicdo positiva sobre a elipticidade molar residual

([6]mr) na faixa de 195 a 210 nm, a curva de CD de Nahl-NAD" é menos negativa do que

aquela observada para a enzima sem o cofator.
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Figura 18. Andlises de estrutura secundaria e termoestabilidade de Nahl na presenca e auséncia de NAD".
a) Elipticidade molar ([6]ur) versus comprimento de onda (190 a 260 nm) nas temperaturas de 20, 60 e 95 °C. b)
Monitoramento da elipticidade molar residual no comprimento de onda fixo de 222 nm ([022;]mr) em fungéo da
temperatura. A enzima Nahl apresenta um processo de desnaturagio em duas etapas, contudo a ligagdo de NAD”*
parece ter maior impacto apenas sobre a segunda temperatura de transicao.

Além disso, quando a elipticidade molar residual € monitorada no comprimento de

onda fixo de 222 nm ([0222]mr) em fungdo da temperatura (Figura 18 b), € possivel sugerir

que Nahl segue um processo de desnaturacdo em duas etapas, sendo a primeira temperatura
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de transicdo de 38,6 °C e a segunda de 73,9 °C. Quando complexada ao NAD", a enzima
também apresenta um processo de desnaturacio em duas etapas, contudo a ligacio de NAD*
parece ter maior impacto apenas sobre a segunda temperatura de transicéo (76,7 °C) (Figura
18 b).

Um aumento de 2 a 3 °C na temperatura de transicéo de proteinas frente a presenca de
um ligante e consistente com valores observados por fluorimetria de varredura diferencial (do
inglés Differential Scanning Fluorimetry, DSF). Neste método, a temperatura a qual se
desenovela uma proteina é medida pelo aumento na fluorescéncia de um corante com
afinidade para porg¢des hidrofobicas expostas durante a desnaturagdo proteica. A intensidade
da fluorescéncia é dada em funcgdo da temperatura e apresenta uma curva sigmoidal, descrita
por uma transicdo entre dois estados, sendo o ponto de inflexdo (Tm) calculado por equacdes
simples, como a de Boltzmann. Dessa forma, calcula-se, portanto, a temperatura de transicédo

na presenca e na auséncia de um determinado ligante (Niesen et al 2007).

Segundo Coitinho (2013), a enzima NahF, quando avaliada por DSF, apresenta a
temperatura de desenovelamento de 58,5 °C. Na presenca de NAD®, a temperatura de
transicio se eleva para 61 °C. Quando comparado ao substrato salicilaldeido, 0 NAD™ ¢ capaz
de melhor estabilizar a enzima, efeito que pode ser devido ao maior nimero de interaces

estabelecidas pelo cofator (Coitinho 2013).

Novamente, 0 comportamento observado sustenta a ideia de que o dominio de ligacao

ao cofator €, entre 0s outros, menos suscetivel a desnaturacao térmica.

4.2. ESTADO OLIGOMERICO DE Nahl EM SOLUCAO

4.2.1. Por cromatografia de exclusdo molecular e espalhamento dinamico de luz

Ensaios de cromatografia de exclusdo molecular e espalhamento dinamico de luz

foram conduzidos para avaliar indiretamente o estado oligomérico de Nahl em solucdo.

ApoOs a obtengdo de um lote Gnico de Nahl, foram preparadas amostras em trés
diferentes concentracdes (0,5 , 1,5 e 6 mg.mL™), a partir das quais separaram-se duas
aliquotas. A uma delas adicionou-se NAD" para uma concentra¢gio molar final 10 vezes

superior a concentracdo de proteina. Apés 1 hora de incubacdo em gelo, cada aliquota, com e
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sem NAD®, foi individualmente conduzida aos ensaios de cromatografia de exclusio

molecular e espalhamento dindamico de luz.

Os perfis cromatograficos de gel filtracdo obtidos para as aliquotas de proteina, com e
sem NAD®, revelaram um Unico pico bem resolvido, porém com volumes de retencéo
diferentes. Nahl e Nahl-NAD" eluiram entre 76,7 e 79,3 mL, volumes consistentes com
massas moleculares aparentes de 184,3 a 135 kDa (Figura 19). Tais observag¢des ndo sugerem
com confiabilidade qual é o estado oligomérico de Nahl, que pode estar sendo formada por
trés (155 kDa) ou quatro mondmeros (207 kDa), uma vez que sua massa molecular
monomérica € de 51,7 kDa. Por outro lado, o estado oligomérico de Nahl parece ndo ser
influenciado pela interagdo com o cofator NAD".
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Figura 19. Estado oligomérico de Nahl avaliado por cromatografia de exclusdo molecular. a) Perfis
cromatograficos obtidos para Nahl na auséncia (linhas cheias azul e pontilhada preta) e na presenca de NAD*
(linhas cheias verde e preta). O volume de eluicdo do NAD™ em excesso na solugdo corresponde a 110 mL (ndo
mostrado). A absorvancia a 280 nm (mAu) é dada em funcdo do volume de elui¢do (mL) da coluna. b) Curva de
calibragdo de log MM versus Kay. Kay, 0u coeficiente de particdo, é dado pela formula [(Ve-Vo)/(Vc-Vo)], em
que Ve corresponde ao volume de eluicdo da proteina, enquanto Vc e Vo sdo, por esta ordem, o volume total (122
mL) e o volume vazio (45 mL) da coluna. O volume vazio foi calculado por meio da aplicacdo de Blue Dextran,
enquanto a calibracdo da coluna foi realizada aplicando-se individualmente as seguintes proteinas estabelecidas
como padrdes de massa molecular: 1 - B-amilase (200 kDa), 2 - alcool desidrogenase (150 kDa), 3 - albumina
(66 kDa) e 4 - citocromo ¢ (12,4 kDa).

Quanto aos resultados obtidos por espalhamento dindmico de luz, sugere-se que Nahl,

quer na presenca ou na auséncia de NAD", apresenta-se como um trimero. Nahl e NahI-NAD"
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comportam-se em solucdo, respectivamente, como uma particula com didmetros
hidrodindmicos (Dy) de 9,8 e 9,9 nm, os quais para proteinas globulares podem corresponder

na devida ordem a massas moleculares de 139 e 142 kDa (Tabela 2).

Tabela 2: Espalhamento dindmico de luz de Nahl na auséncia e presenca de NAD™.

Dn (nm)  Polidispersidade (%)° MM (kDa) Intensidade (%)  Massa (%)
Nahl 9,8 12,6 139 £ 18 100 100
Nahl-NAD* 9,9 15,7 142 £ 22 100 100

“A técnica de DLS &, sobretudo, utilizada para avaliar o estado de agregacdo de uma amostra e medir a
polidispersidade, que é preditivo de cristalizabilidade (Ferré-D'amaré & Burley 1994; 1997). indices de
polidispersidade inferiores a 20% para Nahl indicam que a enzima se comporta como uma particula
monodispersa em solucéo, suscetivel de ser cristalizada.

Ainda que estes resultados proponham o oligbmero de Nahl como um trimero em
solucdo, h& poucas evidéncias na literatura de que aldeido desidrogenases possam se
comportar de tal forma. Até entdo, ALDHs cujas estruturas tridimensionais sdo conhecidas
organizam-se como um dimero, com 0s dominios de oligomerizacao entrelacados, como um
tetrdmero, em que duas coOpias de dimeros se abracam, e até como um hexamero,
caracterizado como um trimero de dimeros (Liu et al 1997; Luo et al 2013; Pemberton et al
2014; Steinmetz et al 1997).

Assim, os valores tedricos esperados para o dimero e o tetramero de Nahl seriam,
respectivamente, de 103,4 e 206,8 kDa, com base na massa molecular monomérica de 51,7
kDa.

Curiosamente, situacdo semelhante a de Nahl foi reportada por He e colaboradores
(He et al 1998) em que resultados de exclusdo molecular referentes a enzima 2-
aminomuconato 6-semialdeido (2-AMS) desidrogenase de Pseudomonas pseudoalcaligenes
sugerem o estabelecimento de um trimero. Todavia, os autores concluem com ressalvas, pois,
segundo 0s mesmos, mais investigacao é necessaria para rigorosamente determinar a estrutura
nativa da enzima, tendo em vista ser incomum uma estrutura homotrimérica para ALDHs (He
et al 1998). Resolvida por cristalografia de raios-X a 2,0 A de resolucdo, a estrutura

tridimensional de 2-AMS desidrogenase de Pseudomonas fluorescens (PDB id 411W), ja
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mencionada na subsecdo 4.1, revela ser um homotetrdmero a sua unidade biologica (Huo et al
2015).

Cabe ressaltar que a técnica de DLS utiliza as flutuacdes de intensidade da luz
espalhada, induzidas pelo movimento browniano entre soluto e solvente, para inferir o
tamanho de particulas em solucdo. Estas flutuagdes ocorrem em escalas de tempo
relacionadas com a velocidade de movimento das moléculas, e, portanto, dependem de seu
tamanho e forma (Matte & Cygler 2007).

A taxa das flutuagdes de intensidade detectadas € utilizada para calcular o coeficiente
de difuséo translacional que, por sua vez, é convertido em um raio hidrodinamico da particula

através da equacao de Stoke-Einstein,

kgT
D=
6mnRy,

em que D ¢ a constante de difusdo, kg (kappa) € a constante de Boltzmann, T é a temperatura
absoluta, # (eta) é a viscosidade e Ry é 0 raio hidrodindmico da particula (Harding 1994;
Lorber et al 2012).

Por definicdo, o raio “medido” no DLS é o raio de uma esfera hipotética que se
difunde na mesma velocidade que a particula examinada. Na pratica, macromoléculas em
solucdo sdo ndo esféricas, dindmicas e solvatadas. Assim, o raio medido no DLS € apenas um
indicativo do tamanho aparente da particula hidratada e deve, por assim dizer, ser considerado
com cautela (Harding 1994; Lorber et al 2012).

Portanto, outra tentativa de identificar corretamente o estado oligomérico e a estrutura
quaternéria de Nahl em solucéo foi proposta por meio de um experimento de espalhamento de

raios-X a baixo angulo (SAXS).
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4.2.2. Por espalhamento de raios-X a baixo angulo

Para verificar uma possivel dependéncia do estado oligomérico com a concentracao de
proteina, amostras de Nahl analisadas em trés concentracbes diferentes (1,5, 5,8 e 11,3
mg.mL™) resultaram em estimativas de massa igual a 185, 190 e 177 kDa, respectivamente.
Estes dados indicam inequivocamente que Nahl comporta-se como um tetrdmero em solucdo,
tendo em vista 0 peso molecular previsto igual a 206,8 kDa para o oligdmero. De certa forma,
concordam também com um dos valores de massa molecular sugeridos por cromatografia de

exclusdo molecular (184,3 kDa) reportado na subsecédo anterior (4.2.1).

Em todos os casos, danos da radiacdo foram visiveis apenas para os tempos de
exposicdo mais longos e cumulativos. Assim, a primeira curva de espalhamento recolhido
com 20 segundos de tempo de exposicdo a partir da amostra a 5,8 mg.mL™ (Figura 20 A) foi
escolhida para posterior analise devido a sua maior proporcao de sinal-ruido e confiabilidade

observados para o procedimento de determinagdo da massa.

O claro comportamento linear da curva de Guinier (inserto da Figura 20 A) sugere
fortemente uma amostra de proteina monodispersa e permite estimar com confianca o raio de
giro (Rg) igual a 38,2 A. A linearidade da curva de Guinier é um indicativo de
monodispersidade satisfatoria para a amostra de proteina, uma vez que desvios podem
sinalizar agregacdo inespecifica ou interferéncia interparticulas (Jacques et al 2012). Além
disso, este valor estd em excelente concordancia com aquele obtido pelo GNOM (Svergun
1992), Rg = 37,4 A, durante o célculo da funcdo de distribuicio de distancias P(r) (Figura 20
B), que ja antecipa um conjunto globular em solucdo com dimensdo maxima (Dmax) igual a
106 A.

A curva P(r) fornece a distribuicdo provavel dos pares de distancias entre os centros
de espalhamento (4&tomos) da proteina, além de evidéncias da qualidade dos dados pelo modo
que o perfil se aproxima de zero em r = 0 e r = Dy, @ maxima dimensdo linear da particula
espalhadora. Em ambos os limites, a curva deve ser lisa e concava, quando acima do eixo r
(Jacques et al 2012).

Por fim, para completar esta analise preliminar, o grafico de Kratky, apresentado na
Figura 20 C com um pico claramente definido e um decaimento em angulos superiores, tipico
para dominios bem enovelados, indica que a proteina possui uma estrutura compacta em

solucéo.
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Figura 20. Dados de SAXS e paréametros globais. A. Curva experimental de espalhamento de raios-X (circulos
abertos) de Nahl em solucéo, sendo o ajuste (linha sélida em cinza) obtido durante o calculo da funcdo de
distribuicdo de pares de distancias, P(r). Grafico de Guinier e ajuste linear sdo mostrados no inserto. Curvas
tedricas de SAXS para dimero (linha fina em preto) e tetramero (linha grossa em preto) de Nahl calculadas com
o programa FoXS. B. Funcéo de distribuicdo de pares de distancias derivada da curva experimental. O perfil em
forma de sino, com um maximo centrado, é tipico de um espalhamento de particulas globulares em solucéo. C.
Gréfico de Kratky calculado a partir dos dados experimentais, tipico de proteinas compactas e com dominios

bem enovelados.
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Para verificar a presenca de simetria no oligdbmero de Nahl, possiveis arranjos
tetraméricos foram primeiramente investigados utilizando CRYSOL (Svergun et al 1995).
Curvas de espalhamento teoricas para 0os 12 homdlogos mais préximos, cujas estruturas estao
disponiveis no PDB (Berman et al 2000), foram ajustados aos dados de SAXS experimentais
medidos para Nahl. Embora estas estruturas tenham sido determinadas por cristalografia de
raios-X, é importante ter em mente que o conteudo da unidade assimétrica do cristal ndo
corresponde necessariamente ao estado oligomérico da proteina em solucdo. No caso de Nabhl,
entretanto, o tetramero contido na unidade assimétrica dos homologos mais proximos exibiu
um bom ajuste em relacdo aos dados experimentais. Além disso, o Rg calculado pelo
CRYSOL (Svergun et al 1995) e a dimensdo maxima obtida com NCONT (Winn et al 2011)
para as estruturas homologas mais proximas apresentaram excelente concordancia com 0s

valores experimentais correspondentes para Nahl.

Outra confirmacéo do estado oligomérico e da monodispersidade da amostra foi obtida
a partir de um célculo do conjunto minimo de modelos moleculares necessarios para melhor
atender aos dados experimentais (Figura 20 A), cuja pesquisa foi realizada utilizando o
programa FoxS (Schneidman-Duhovny et al 2010; Schneidman-Duhovny et al 2013) e
supondo a existéncia de uma combinacgdo de dimeros e tetrdmeros de Nahl em solugdo. Uma
vez que a porcentagem de tetrameros em solugdo foi estimada em 99%, esta andlise indica ao
todo que Nahl estd presente como um tetrdmero, assumindo um arranjo compativel com o
tetrdmero da homdloga 2-aminomuconato 6-semialdeido desidrogenase de Pseudomonas
fluorescens (PDB id 411W).
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4.3. RESOLUCAO DA ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DE Nahl

A forma recombinante da enzima Nahl foi cristalizada por Neves (Neves 2013) em
condicdes variadas, dentre as quais a mais promissora para 0 crescimento de cristais
adequados a difracdo continha Formato de Sodio como agente precipitante (Figura 21 A-E).
Dados de difracdo foram coletados nas linhas de luz MX1 e MX2 do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron em Campinas - SP a partir de cristais previamente imersos, ou nao, em
solucéo contendo o cofator NAD" (Figura 21 F) (Neves 2013).

Figura 21: Cristais de 6xHis-Nahl, uma 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase de Pseudomonas
putida G7, crescidos em variadas condicfes de cristalizagdo. (A) formato de sédio 3,8 M, Hepes 0,1 M pH
7,0; (B) formato de sddio 2,8 M; (C) fosfato de sodio e potéssio 1M pH 7,0; (D) BIS-TRIS propano 0,1 M pH
9,0 e acetato de sodio 2,5 M; (E) fosfato de amdnio dibasico 1,1 M, cloreto de sodio 0,2 M, citrato de sodio 0,1
M pH 5,6. (F) Padrdo de difracdo de raios-X de um dos cristais de 6xHis-Nahl evidenciando duas faixas de
resolucGes diferentes (Neves 2013).

Cristais de 6xHis-Nahl crescidos em condi¢fes de formato de sddio pertencem ao
grupo espacial P64,22 e apresentam célula unitaria com pardmetros a = b = 189,47 e ¢ =

79,28A. As estatisticas dos dados de difracdo de dois cristais, com e sem NAD", sdo



47

apresentadas na Tabela 3 (Neves 2013). A resolugédo da estrutura tridimensional de Nahl faz

parte do escopo desta tese.

Tabela 3: Estatisticas dos dados de difracio dos cristais de Nahl e NahI-NAD*. Os valores estatisticos para a
faixa de maior resolucdo sdo dados entre parénteses (Neves 2013).

Nahl Nahl-NAD"
Comprimento de onda (A) 1,459 1,459
Distancia cristal-detector (mm) 110 125
Rotac&o por imagem (°) 0,3 0,3
Variagao total de rotacéo (°) 120 105,3
Grupo espacial P 6422 P 6,22

Parametros da célula unitaria (A, °)

Faixa de resolugéo (A)

NuUmero de observagdes
Numero de reflexdes Unicas
Completeza (%)
<l/e (1)>
Redundéncia
Rumerge' (%)

Mosaicidade média (°)

a=b=189,47;¢c=79,28
a=p=90;y=120

50,0 1,85
(1,89 1,85)

1.1018.744
68.981 (4.402)
96,4 (94,0)
42,3(6,7)
14,8 (14.,8)
5,8 (45,0)

0,262

a=b=189,13;c=79,56
a=p=90;y=120

50,0-2,15
(2,21-2,15)

509.450
45.797 (3.723)
99,8 (99,4)
29,4 (4,1)
11,1(7,6)
7,6 (48,3)

0,561

TRmerge = X Zi | Li(hKD) - I(hkl)s | / Zpg Zi li(hKI), em que li(hkl) é a intensidade medida de cada reflexao hkl e

d(hkl)) é sua média.

A determinacéo da estrutura cristalografica de 6xHis-Nahl foi realizada pela técnica de

substituicdo molecular tendo como modelo a cadeia A de NahF identificada no PDB por 4JZ6

(Coitinho 2013), que possui 33% de identidade e 52% de similaridade de sequencia com

Nahl. A ideia foi utilizar as fases calculadas para NahF como uma estimativa inicial para as

fases dos fatores de estrutura de Nahl.
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Simplificadamente, na substituicdo molecular proposta, 0 modelo da cadeia A de
NahF é posicionado na célula unitéria obtida para Nahl seguindo uma funcéo de rotacédo e
outra de translacdo. Dessa forma, calculam-se os fatores de estrutura de NahF, ja corretamente
posicionada, de modo a se obter fases iniciais para Nahl. Estas fases emprestadas de NahF sao
entdo utilizadas em conjunto com as intensidades medidas experimentalmente a fim de se

obter os fatores de estrutura de Nahl que permitam o célculo da densidade eletrénica inicial.

Um dos primeiros passos na analise de uma estrutura cristalina é estimar o niumero de
moléculas de proteina contidas na unidade assimétrica, que depende, por sua vez, do conteddo

de solvente, da densidade do cristal, do grupo espacial e da massa molecular da proteina.

O célculo do coeficiente de Matthews (Vv) (Matthews 1968) utilizando o peso
molecular de 53.518 Da para 6xHis-Nahl resultou nas possibilidades apresentadas na Tabela
4,

Tabela 4: Namero de moléculas de proteina presentes na unidade assimétrica, coeficiente de Matthews e
contetido de solvente calculados para cristais de Nahl e NahI-NAD".

Namero de Probabilidade Coeficiente de Matthews - V), Contetdo de MM

moléculas total (A Da?) solvente (%) (Da)
1 0,06 3,84 68,0 53.518
2 0,94 1,92 35,9 107.036

Sugere-se, com probabilidade de 94% para os conjuntos ‘NahI’ e ‘Nahl-NAD™, duas
moléculas de protefna na unidade assimétrica (Vm = 1,92 A% Da) e contetido de solvente de
35,9%. Entretanto, a substituicdo molecular em busca de duas moléculas por unidade
assimétrica ndo teve éxito. Uma boa solucdo somente foi possivel considerando-se uma Gnica

molécula na unidade assimétrica (Vi = 3,84 A% Da™) e teor de solvente de 68,0%.

Para realizar a substituicdo molecular pelo programa Phaser (McCoy et al 2007), o
grupo espacial e o nimero de moléculas por unidade assimétrica devem ser inicialmente
fornecidos. Feito isto, € possivel ao programa efetuar operagdes de rotacéo e translagdo com o
modelo (PDB id 4JZ6) a fim de orienta-lo e posiciona-lo corretamente na unidade assimétrica
correspondente ao cristal de Nahl. A partir dai, a densidade eletrdnica pode ser calculada

usando as fases deste modelo corretamente posicionado e as intensidades experimentais do
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padrdo de difragdo. No caso de Nahl, fez-se a procura utilizando o grupo espacial P6422 e

primeiramente duas, mas depois somente uma molécula na unidade assimétrica.

Prosseguiu-se aos ciclos iniciais de refinamento do modelo de Nahl utilizando o
programa Refmac5 (Murshudov et al 2011; Murshudov et al 1997), em que as posi¢Ges dos
atomos sdo ajustadas a densidade eletrénica com o consequente melhoramento das fases. Para
inspecdo e correcdo mais apurada dos parametros, como geometria das liga¢fes quimicas dos
aminoacidos e rotameros permitidos, os ciclos finais de refinamento foram realizados pelo

programa Phenix (Adams et al 2010).

O refinamento dos modelos de Nahl e Nahl-NAD" a 1,85 e 2,15 A de resolucéo,
respectivamente, foi acompanhado pelo decréscimo significativo nos valores de R-factor e
Rfree, Que indicaram éxito na resolucdo das estruturas cristalograficas e encontram-se listados

na Tabela 5, bem como as estatisticas de refinamento e de validacdo dos modelos.

A concordancia global do modelo da unidade assimétrica com os dados experimentais

é medida pelo R-factor,

R = X |[Fobs (hkl)| — |Fcalc (hkl)|| / = |Fobs (hkl)|

em que Fqps (hkl) sdo as amplitudes observadas e Fcac (hkl) corresponde as amplitudes
calculadas a partir do modelo. Os valores de R variam de zero, em uma perfeita convergéncia
entre amplitudes observadas e calculadas, para cerca de 0,60, quando um conjunto de
amplitudes observadas é comparado com um conjunto de amplitudes aleatdrias. Neste Gltimo
caso, valores de R-factor superiores a 0,50 sugerem uma baixa concordancia entre 0 modelo
tridimensional proposto e aquele de fato presente no cristal em estudo. Um modelo inicial
com R-factor proximo de 0,40 é promissor e tende a melhorar ao longo das etapas de
refinamento (Rhodes 2000). Assim, R-factor é um pardmetro utilizado para avaliar o
melhoramento das fases na determinacdo da estrutura final, sendo 0,20 um valor desejavel
para um modelo de proteina ja refinado e com dados a 2,5 A. Para os modelos finais de Nahl
e NahI-NAD", os valores de R-factor obtidos foram 0,18 e 0,19, respectivamente.
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Tabela 5: Estatisticas de refinamento e de validagao dos modelos cristalograficos de Nahl e Nahl-NAD".

Nahl Nahl-NAD*
Limites de resolucéo (A) 200185 200215
(1,89-1,85) (2,21-2,15)
R-factor’ (%) 18,4 19,2
Riree' (%) 21,5 22,4
Riso' T (%) - 15,8
Fatores de temperatura médios (A?):
Macromolécula 29,76 45,91
Solvente 40,68 46,77
R.m.s.D. para o comprimento de ligagdo (A) 0,015 0,012
R.m.s.D. para o angulo de ligacéo (°) 1,506 1,423
Diagrama de Ramachandran (residuos em regides):
Favoraveis (%) 96,9 96,3
Permitidas (%) 31 3,5
Proibidas (%) 0,0 0,2

"R-factor = X ||Fops (NKI)| - [Feaic (NKD)]| 7 Z |Fops (NKI)|. Reree € 0 valor de R-factor calculado para 5% do conjunto
de dados néo inclusos no refinamento.

"R = = (IFops (hKI) isomorfico - Fqps (hkl) nativol) / 0,5 X E (|Feps (hkI) isomorfico + Fqys (hkl) nativo]). Neste
caso, o valor de Rjs, indica ter havido incorporacéo do NAD™.

Um critério mais exigente e revelador da acuracia do modelo e de melhorias durante o
refinamento é o R-factor “livre”, R, COMputado com um pequeno conjunto de amplitudes
escolhidas ao acaso que séo retiradas desde o inicio e, portanto, omitidas no refinamento. Este
conjunto “teste” ¢ usado como controle de qualidade no processo de avaliagdo da
concordancia entre os dados observados e aqueles calculados a partir do modelo (Brunger
1992). Basicamente, em qualquer fase do refinamento, Riee mede qudo bem o modelo
atdbmico atual prediz um subconjunto das intensidades medidas que ndo foram incluidas no
refinamento, enquanto R-factor mede qudo bem o modelo atual prevé todo o conjunto de
dados que produziu o0 modelo. Em geral, ja em estagios finais de refinamento, os valores de R-

factor e R¢ree tornam-se proximos (Rhodes 2000).

Além dos indicadores de convergéncia R-factor e Rsee, OUtros parametros estruturais

mostraram-se favoraveis ao modelo final proposto para Nahl. Os valores de R.m.s.D. (do
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inglés Root-mean-square Deviation) obtidos para comprimentos e angulos de ligacéo (0,015A
e 1,506°, respectivamente) enquadram-se dentre aqueles aceitos com base na geometria de
moléculas organicas pequenas, o que corrobora a validade geométrica da estrutura. Valores de
R.m.s.D. para comprimentos e angulos de ligacdo indicam o desvio que a estrutura apresenta
em relacdo aos valores esperados teoricamente em termos de geometria das ligacbes quimicas.
Um modelo bem refinado e quimicamente razoavel apresenta R.m.s.D. de nfo mais que 0,02A

para comprimentos de ligacdo e 3° para angulos de ligacdo (Engh & Huber 1991).

Mais ainda, os fatores de temperatura médios sdo um indicativo da mobilidade de
diferentes partes da estrutura. Conforme o esperado, este valor é inferior para os &tomos da
proteina (29,76 A?), que apresenta uma estrutura mais rigida e bem ordenada quando
comparada as moléculas de agua (40,68 A?%), que apresentam uma desordem bem mais

significativa.

Por fim, outro parametro estrutural que confere maior confiabilidade ao modelo
proposto para Nahl € a conformacédo da cadeia polipeptidica, definida pelos pares de angulos
diedros @ (phi) e y (psi) para cada aminoacido, cujos valores enquadram-se nas regides

favoraveis (96,9 %) e permitidas (3,1 %) no diagrama de Ramachandran.
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4.4, MODELO CRISTALOGRAFICO PROPOSTO PARA Nahl

O modelo cristalografico de 6xHis-Nahl contém todos os 486 residuos de aminoacidos
da proteina nativa, enquanto a densidade eletrénica correspondente a cauda de histidinas N-
terminal e o sitio de clivagem da protease TEV adicionados pelo vetor de expressdo nao foi
observada no modelo obtido, o que indica se tratar de uma regido flexivel, altamente
desordenada. A estrutura apresenta 0 enovelamento ao/f tipico da superfamilia das ALDHs,
que se organiza em trés dominios (Figura 22 A): dominio de oligomerizacdo e dominios de

ligacéo ao dinucleotideo e ao substrato, este Gltimo também conhecido como catalitico.

Os residuos N-terminais que se estendem de Lys2 a His36 formam um conjunto de
cinco fitas-B (B1 - B5). O enovelamento da cadeia polipeptidica prossegue por cinco a-hélices,
inicia a composicdo do dominio de oligomerizacéo por meio de duas fitas-B antiparalelas (B6
e B7) e retorna ao dominio de ligagdo ao dinucleotideo para finalmente formar o caracteristico
enovelamento de Rossmann, usualmente observado em desidrogenases que utilizam NAD ou
NADP como coenzima (Rossmann et al 1974). As cinco fitas-p paralelas B8, B9, p10, B11 e
B12 associadas as quatro a-hélices a6, a7, a8 e a9, duas dispostas em cada lado da folha-3,
compdem um enovelamento similar ao de Rossmann, ou “Rossmann-like”, que, em outras
ALDHs e conforme observado também em Nahl, apresenta cinco fitas- ao invés das seis
tipicamente comuns em outras desidrogenases dependentes de NAD (Liu et al 1997) (Figura
22 A, C e D). A cadeia polipeptidica prossegue para o dominio de ligacdo ao substrato, ou
catalitico, que também exibe enovelamento a/p consistindo de seis fitas-p paralelas (13, p14,
B16, B17, P18 e B19), uma antiparalela (B15) e seis a-hélices (al0 - al5). A cadeia entdo
retorna se estendendo abaixo do dominio de ligagdo ao NAD (al6 ¢ al7) e termina apos
formar a terceira fita-p (20) que completa o dominio de oligomerizagdo. Este, portanto,
formado por trés fitas-p antiparalelas (6, 7 e p20), é responsavel pela unido dos mondémeros
em dimero formando uma alca sobre a entrada do dominio de ligagcdo ao substrato da outra
subunidade (Figura 22 A e B).

Em relacdo ao modelo de Nahl-NAD®, foi identificada uma densidade eletronica
consistente com o cofator NAD no mapa de diferenca F,-F¢ (Figura 22 C e D). Por meio do
mapa de diferenca, podem-se visualizar porc¢Ges positivas de densidade, correspondentes a
regibes ainda ndo construidas do modelo, bem como areas negativas de densidade, que
apresentam demasiada populacdo eletrdbnica em relacdo ao observado pelos dados

experimentais.
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Figura 22. Estrutura cristalogréafica da enzima Nahl recombinante, uma 2-hidroximuconato semialdeido
desidrogenase de Pseudomonas putida G7, resolvida por difragdo de raios-X a 1,85 e 2,15 A de resolucéo.
A. Representagéo de fita do esqueleto polipeptidico evidenciando o enovelamento a/p tipico da superfamilia das
ALDHs com destaque para os trés dominios: dominio de oligomerizagcdo (em verde), dominio de ligagdo ao
dinucleotideo (em vermelho), também composto pelo enovelamento de Rossmann (em creme), e dominio de
ligacdo ao substrato (em amarelo). Algumas hélices e fitas estdo identificadas. B. Dimero cristalogréafico de Nahl
a 2,15 A de resolugdo, em que se observa o dominio de oligomerizacio se sobrepor & entrada do dominio de
ligacdo ao substrato da outra subunidade, bem como duas moléculas do cofator NAD incorporadas. C e D. O
enovelamento de Rossmann presente em Nahl (“Rossmann-like) apresenta cinco fitas-p paralelas (38 a B12), ao
invés das seis tipicamente comuns em outras desidrogenases dependentes de NAD, e quatro a-hélices (a6 a a9),
duas dispostas em cada lado da folha-p. Destaque para a localizagdo do NAD (estrutura em vareta) que, em C,
apresenta 0 mapa de densidade eletrénica Fo-F; a 36 (em magenta). As hélices a8 a a9 se distanciam em suas
extremidades N-terminais permitindo acomodar o anel da adenina.

Quando superpostos 0s modelos de apo-Nahl e Nahl-NAD®, rearranjos
conformacionais induzidos pela ligacdo do cofator ndo sdo perceptiveis, observacao
confirmada pelo baixo valor de R.m.s.D. global da cadeia polipeptidica igual a 0,17 A. Estes
dados apoiam aqueles obtidos por CD (item 4.1), em que os espectros de Nahl a 20 °C, na
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presenca e na auséncia de NAD", sdo muito semelhantes um do outro ao longo de toda a gama

de comprimento de onda medido (190 a 260 nm).

Ainda que uma unica molécula tenha sido encontrada na unidade assimétrica do
cristal, através de operacfes de simetria em torno de dois eixos cristalograficos observa-se a
composi¢do de um dimero que, através de outras duas operagdes cristalogréficas, origina um
tetrdmero de Nahl (Figura 23), consistente com o estado oligomérico inferido por SAXS (item
4.2.2).

Figura 23. Modelo cristalografico do tetramero da enzima Nahl resolvido por difragdo de raios-X a 1,85 A
de resolucdo. O tetrAmero é composto por dois homodimeros (verde e amarelo / laranja e creme). Os dominios
de oligomerizacdo escondem-se no centro do oligdmero, enquanto os sitios de ligacdo ao cofator se expdem na
periferia. Quando comparados ao modelo central, 0 modelo da esquerda esté rotacionado 90° em relagcéo ao eixo
y, enquanto o da direita esta rotacionado aproximadamente 90° em relagdo ao eixo x.

Tal observacdo a respeito da estrutura quaterndria de Nahl ndo se enquadra a
classificacdo sugerida por Perozich e colaboradores (Perozich et al 1999), segundo os quais a
familia HMSALDH (hidroximuconato semialdeido desidrogenase) € dimérica, ao contrario
das outras familias tetraméricas que integram a “Classe 1/2”. Todavia, a estrutura de uma y-
hidroximuconato semialdeido desidrogenase, também chamada de PnpE, enzima da via de
degradacdo de para-nitrofenol em Pseudomonas sp. WBC-3, apresenta um tetramero
cristalografico similar ao de Nahl (PDB id 4GO3 e 4G04) (Su et al 2013). A enzima HpcC,
uma 5-carboximetil-2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase de Thermus Thermophilus
HB8 (PDB id 2D4E), também apresenta um tetrdmero como sua unidade bioldgica.
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4.5. SiTIO DE LIGAGCAO AO DINUCLEOTIDEO E SUAS INTERACOES COM 0 NAD*

Conjuntos de dados de difragdo foram coletados de cristais previamente imersos em
solucdo de NAD* e NADP" (Neves 2013), entretanto ndo se observou densidade eletronica

correspondente a este Gltimo.

O dominio de ligacdo ao cofator em Nahl apresenta uma cavidade de volume igual a
1.066 A® para acomodacio do NAD, conforme calculado pelo servidor CASTp
(http://cast.engr.uic.edu) (Binkowski et al 2003), e é compreendida ao todo por trinta e quatro
residuos de aminoacidos, dos quais oito sdo provenientes do dominio de ligagdo ao substrato
(Figura 24).

Figura 24. Localizacdo do cofator NAD" na estrutura terciaria de Nahl resolvida por difracio de raios-X a
2,15 A de resolugdo. A. Imagem da superficie da proteina em que se evidencia a molécula de NAD acomodada
na cavidade de 1.066 A® revestida por 34 residuos de amino4cidos pertencentes aos dominios de ligagdo ao
cofator (em amarelo dourado) e ao substrato (em vermelho). B. Representacdo de fita do esqueleto polipeptidico
na mesma orientacdo de (A), com destaque para o enovelamento de Rossmann (em amarelo dourado), motivo
estrutural essencial para a ligagdo do cofator.

Dentre os residuos que compdem esta cavidade, é curioso destacar os papéis influentes
de Glul81 e Lys178 na preferéncia pelo cofator NAD em Nahl (Figura 25).
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O residuo Glu181 estabelece ligacdo de hidrogénio (2,70 A) entre o grupo 4cido de
sua cadeia lateral e o grupo hidroxila situado na posigdo 2’ da ribose da adenina (Figura 25).
Em NADP, este grupo hidroxila é esterificado com fosfato, que pode ser repelido pelo residuo
acido. Tal residuo de glutamato € conservado entre ALDHs de classe 2, as quais sdo
especificas a0 NAD. Na ALDH classe 3 de rato (1AD3) (Liu et al 1997), cuja especificidade
para NAD e NADP é ambigua, mutagdes sitio-dirigidas no residuo de glutamato equivalente
(Glu140) revelaram a contribuicdo deste para uma ligacdo mais forte ao NAD na enzima
nativa, evidenciada pelo aumento nos valores de Ky,nap) apos substituicdes de Glu140. Ja o
efeito destas mutacBes na afinidade ao NADP foi o oposto, visto pelo decréscimo nos valores
de Kyiwapr) (Perozich et al 2001; Perozich et al 2000).

K178\
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Figura 25. Interacdes entre 0 NAD e residuos do sitio de ligacdo ao cofator em Nahl. Os residuos Lys178 e
Glul81 estabelecem ligacBGes de hidrogénio com grupos hidroxila da ribose da adenina e parecem definir a
preferéncia da ALDH por NAD, ao invés de NADP, enquanto Phe392 contribui na orientacdo e estabilizacdo do
cofator através de interagdes do tipo m-stacking com o anel de nicotinamida. As distancias das ligagOes de
hidrogénio desenhadas na figura (traco em azul) sdo: Glu181 OE1 - 02B (2,70 A), Lys178 NZ - 02B (2,83 A) e
Lys178 NZ - O3B (2,99 A).

Segundo um alinhamento de sequencias de ALDHSs cuja especificidade pelo cofator
foi estabelecida, dentre aquelas preferentes ao NAD, mais de 75% apresentaram o residuo de
glutamato frequente na posi¢éo critica. Em contraste, dentre as ALDHs com preferéncia ao
NADP como cofator, 60% e 30% contém os residuos de serina e treonina, respectivamente.
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(Yuan et al 2013). Como exemplo, na ALDH de Streptococcus mutans (Sm-ALDH)
responsavel por catalisar a oxidagdo de gliceraldeido-3-fosfato a 3-fosfoglicerato com a
concomitante reducdo de NADP* a NADPH, o residuo de glutamato equivalente da lugar a
uma treonina, 0 que proporciona uma cavidade para acomodar e ligar o grupo fosfato do
NADP (Cobessi et al 1999).

De fato, a adocéo de residuos de cadeia lateral mais curta nesta posicdo em ALDHs
com preferéncia ao NADP parece evitar impedimento espacial e repulsdo eletrostatica do
grupo fosfato. Em uma ALDH dependente de NADP® da bactéria Vibrio harveyi, a
substituicdo de Thrl75 por glutamato elevou dramaticamente o Ky para NADP™ e reduziu o
Km para NAD™ (Ahvazi et al 2000; Zhang et al 1999). Todavia, excecdo é descrita para a
enzima betaina aldeido desidrogenase (BADH) de Pseudomonas aeruginosa (PDB id
2WME), que apresenta o residuo de glutamato (E179) em questdo, ao contrario do esperado
para ALDHs dependentes de NADP®. Entretanto, por meio de uma forte interago idnica com
um residuo adjacente de arginina (R40), a cadeia lateral do glutamato é mantida afastada do
local de ligagdo do grupo fosfato 2°, uma diferente solu¢do encontrada para evitar confrontos

estéricos e/ou repulsdo eletrostatica (Gonzalez-Segura et al 2009).

Tais dados, portanto, corroboram o papel relevante do residuo de Glu181 em Nahl no
reconhecimento seletivo do cofator NAD". Ainda assim, determinar o Ky para NAD" e
NADP" de Nahl é uma perspectiva, uma vez que nos estudos citados para outras ALDHs,

nenhuma mutacdo foi capaz de abolir a utilizacdo de qualquer das coenzimas.

Outro residuo em destaque na interacdo com o NAD € a Lys178, que estabelece
ligacdo de hidrogénio com os grupos hidroxila 2’ (2,83 A) e 3’ (2,99 A) da adenosina (Figura
25). Tal residuo e estritamente conservado em 97% das sequencias de ALDHSs até entdo
conhecidas e sua presenca parece ser critica para a manutencdo da estrutura local (Perozich et
al 2000). Em uma ALDH classe 2, a forma mutante K192Q, cujo residuo de lisina
correspondente foi trocado por glutamina, reteve apenas 20% da atividade apresentada pela
enzima nativa, além de um aumento de 100 vezes no K,, para NAD (Ni et al 1997).
Novamente na ALDH classe 3, a perda do residuo de lisina equivalente (Lys137) afetou a
capacidade de ligacdo aos cofatores, NAD ou NADP, contribuindo para a inatividade dos
mutantes (Perozich et al 2000).
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Verifica-se também a participacdo da Phe392 em orientar e estabilizar o NAD por
meio de interagdes do tipo m-stacking, em que se observa o empilhamento dos anéis
aromaticos da cadeia lateral e da nicotinamida através de um arranjo praticamente paralelo
(Figura 25).

Muitas outras interacdes estabelecidas com o cofator NAD ainda podem ser citadas,
como as ligagdes de hidrogénio entre a por¢do de nicotinamida e os residuos Trp154, Asn155,
Lys338 e Glu390, bem como as interacdes hidrofébicas entre o anel da adenina e os residuos
que o cercam (Figura 26). Como ja descrito por Liu e colaboradores (1997), o sitio de ligacédo

a adenina é de natureza hidrofébica.
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Figura 26: LigacBes de hidrogénio e interacbes hidrofébicas observadas no complexo Nahl-NAD®,
Residuos em amarelo estabelecem ligacGes de hidrogénio, e em vermelho, interagdes hidrofébicas. A distancia
de cada ligacdo de hidrogénio (linha pontilhada em azul) é dada em A. Figura gerada no programa LigPlot
(Wallace et al 1995).
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4.6. SITIO DE LIGACAO AO SUBSTRATO E ATIVIDADE CINETICA DE Nahl

No que se refere ao dominio de ligacdo ao substrato, este apresenta uma cavidade
essencialmente hidrofébica de volume igual a 167 A® e em formato de funil revestida por seis
residuos provenientes do dominio de ligacdo ao dinucleotideo (Argl06, Leul56, Leul59,
Leul60, Trpl63 e Glu254) e seis do dominio catalitico propriamente dito (Val287, Cys288,
Leu289, Phe448, Arg450, Phe456) (Figura 27 A).

O residuo de cisteina catalitico (Cys288), que forma o tio-éster intermediario com o
aldeido, esta localizado na base inferior do funil, que compreende a interface das duas
cavidades de Nahl. Assim, a Cys288 esta situada a uma distancia de 4,57 A do anel de
nicotinamida do NAD (Figura 27 B).

Figura 27: Sitio de ligacdo ao substrato. A. Imagem da superficie da proteina em que se evidencia a cavidade
de 167 A2 revestida por 12 residuos de aminoacidos pertencentes aos dominios de ligacdo ao substrato (em
vermelho) e ao cofator (em amarelo dourado). B. Visualizada através do sitio de ligacdo ao substrato, a Cys288
catalitica se posiciona entre as duas cavidades de Nahl e se situa a uma distancia de 4,57 A do anel de
nicotinamida (C4N) do NAD. Destaque também para o Glu254, outro residuo catalitico.

A atividade cinética da enzima recombinante Nahl complexada ao cofator NAD" foi
monitorada por meio da diminuigdo da absorvancia a 375 nm, condizente com o decréscimo

da concentragdo do substrato 2-hidroximuconato semialdeido.

Um grafico das velocidades iniciais (Vo) da reacdo catalisada pela enzima sobre
diferentes concentracGes de substrato [S] revela que Nahl segue o modelo cinético de

Michaelis-Menten (Figura 28), com valores de Ky e ke de 1,3 + 0,3 uM e 0,9 s,
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respectivamente. O valor resultante de kea/Kw corresponde a 0,66 x 10° M™s™ e é ligeiramente
menor quando comparado ao observado para a enzima homdloga XylG do plasmideo TOL
PWWO de P. putida mt-2 em relacdo a0 2-HMS (kea/Km = 1,6 x 10° Ms™) (Inoue et al
1995).
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Figura 28: Atividade cinética de Nahl. A. Atividade de Nahl complexada ao cofator NAD™ monitorada por
meio da diminui¢do da absorvancia a 375 nm, condizente com o decréscimo da concentracdo do substrato 2-
hidroximuconato semialdeido. B. Efeito do substrato 2-HMS sobre a velocidade inicial da reacdo catalisada por
Nahl. A atividade de Nahl exibe uma dependéncia hiperbdlica de I, sobre [S] e, portanto, segue 0 modelo
cinético de Michaelis-Menten. O valor de Ky para o substrato 2-hidroximuconato semialdeido é de
aproximadamente 1,3 pM. C. Constantes cinéticas de Nahl e XylG. Para esta Ultima, os dados foram extraidos
de (Inoue et al 1995).

De acordo com as condigOes experimentais testadas, Nahl ndo apresentou qualquer
atividade sobre orto-salicilaldeido, substrato aromatico natural de NahF. XylG, por sua vez,
aparenta ser capaz de oxidar uma ampla gama de compostos, inclusive aromaticos como
benzaldeido e seus analogos mono-substituidos com grupos metil-, metoxi-, nitro, cloro- e
fluoro- em vérias posicdes do anel, embora com menor especificidade em comparacdo ao
alifatico 2-HMS (Inoue et al 1995) (Figura 14, item 1.5).
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Segundo Wang (2003), ndo é surpreendente que benzaldeido seja um substrato fraco
para uma 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase como XylG, conforme evidenciado
por seu elevado Ky (460 uM). Enquanto o substrato 2-HMS é uma molécula linear longa com
substituintes polares, o benzaldeido é um composto ciclico, carente dos grupos carboxilato e
hidroxila, ambos encontrados em 2-HMS e suscetiveis de serem importantes para a interagdo
entre enzima e substrato. Com efeito, a presenca de um grupo carboxilato em 2-HMS e em 4-
carboxibenzaldeido resulta em um incremento na interacdo com a enzima em torno de 260 e
540 vezes, respectivamente, quando comparado ao benzaldeido (Wang 2003). E provavel que
0 grupo carboxilato, mais adequado na posicdo para, mimetize melhor a conformacdo do

substrato linear 2-HMS requerida pela enzima (Figura 29).

(o] 0]
(o] OH
H H
(ofe]0
Benzaldeido 4-Carboxibenzaldeido 2-Hidroximuconato
(para) Semialdeido

Figura 29: Substratos de XylG. A enzima XylG de P. putida mt-2, uma 2-HMSD homologa de Nahl, é capaz
de oxidar compostos aromaticos tais como benzaldeido, embora com menor afinidade em comparagdo ao
alifatico 2-hidroximuconato semialdeido. A presenca de um grupo carboxilato na posicdo para em 4-
carboxibenzaldeido favorece a interagcdo com a enzima, provavelmente por melhor mimetizar a conformagéo do
substrato linear 2-HMS (Wang 2003).

Uma vez que o substrato 2-HMS possui 0s grupos carboxilato e hidroxila na
extremidade oposta ao aldeido e, portanto, posicionados mais proéximos a abertura da
cavidade catalitica, sugere-se, com base na estrutura de Nahl, que os dois residuos de arginina

R106 e R450 possam estabilizar o substrato por ligacGes de hidrogénio.

Na ALDH Sp2771 (PDB id 3vZ3) (Yuan et al 2013), uma succinato semialdeido
desidrogenase da cianobactéria Synechococcus, o par de residuos hidrofilicos Lys86 e Ser419,
em posicOes equivalentes a Argl06 e Arg450 de Nahl, contribuem para a estabilizagcdo do
substrato linear succinato semialdeido através de ligac6es de hidrogénio (Figura 30). Corrobora

para isto o efeito negativo que a substituicdo de Ser419 por alanina apresenta (mutante
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Sp2771 S419A), ao ser capaz de reduzir em 80% a atividade catalitica de Sp2771 (Yuan et al
2013).

Figura 30: Comparagéo estrutural de possiveis residuos interagentes com o substrato em Nahl e Sp2771.
Segundo Yuan e colaboradores (2013), na ALDH Sp2771 (marrom), uma succinato semialdeido desidrogenase
da cianobactéria Synechococcus, o par hidrofilico K86 e S419 é responsavel por estabilizar o substrato SSN
(succinato semialdeido) através de ligagdes de hidrogénio, sendo uma intermediada por molécula de agua. As
distancias em A entre os 4tomos envolvidos nas possiveis ligacdes de hidrogénio estdo apresentadas. Em Nahl
(verde), sugere-se que os residuos de arginina em posi¢des equivalentes, R106 e R450, realizem interagdes
especificas com os grupos carboxilato e hidroxila de 2-HMS (ndo mostrado). R.m.s.D. global de 1,1 A para 366
residuos sobrepostos. Detalhe para o cofator NAD que, em Sp2771, apresenta o anel de nicotinamida mais
préximo do substrato quando comparado ao ligado a Nahl, cristalizada sem o 2-HMS. Os dois anéis de
nicotinamida distam aproximadamente 4,3 A entre si. Sp2771 C262A: PDB id 3ZV3 (Yuan et al 2013).

Um alinhamento das sequencias de residuos de aminoacidos de Nahl e XylG, além de
outras duas enzimas 2-HMSD, pode sugerir uma explicacdo razodvel para o diferente
comportamento mencionado anteriormente em torno da interacdo com substratos aromaticos
(Figura 31).

Ainda que a identidade de sequencia entre Nahl e XylG de pWWO seja elevada (87%)
ao longo de toda a cadeia polipeptidica, ha uma diferenca notavel que se estende por uma
porcao de 21 residuos de aminoacidos consecutivos (Glu88 a Alal08) (Figura 31). Enquanto
Nahl, bem como as homélogas XylG do plasmideo pDK1 de P. putida e DmpC de pVI1150 de
Pseudomonas sp. CF600 possuem a mesma sequencia 88-ECLDTGKPKSLASHIDIPRGA-
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108, XylG de pWWO apresenta 88-RMPGHRQAEVAGQPHRHSARR-108, havendo apenas

dois residuos similares (sublinhados) entre os segmentos.
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Figura 31: Alinhamento de sequencias de amino&cidos de Nahl e trés outras 2-HMSDs. As homologas
XylG [pDK1], DmpC [pVI1150] e XylG [pWWO0] compartilham, respectivamente, 91, 90 e 87% de identidade de
sequencia com Nahl. Os blocos em vermelho correspondem a 100% de identidade entre as quatro sequencias.

Alinhamento realizado no servidor ESPript (http://espript.ibcp.fr) (Robert & Gouet 2014).

Até o momento ndo ha estrutura tridimensional disponivel para XylG (pWWO0) no

PDB, embora Inoue e colaboradores tenham obtido cristais que difrataram a 2,5 A de

resolucdo (Inoue et al 1995). Curiosamente, a localizacdo deste segmento na estrutura

cristalogréafica de Nahl revela sua proximidade & entrada do sitio de ligacdo ao substrato

(Figura 32), o que sugere um possivel papel na especificidade destas enzimas por seus

ligantes.
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Figura 32: Localizacao da porcédo compreendida por Glu88 e Alal08 na estrutura cristalografica de Nahl.
Em azul, destaca-se o segmento de 21 residuos de aminoacidos consecutivos, diferenga principal entre as
estruturas primarias de Nahl e XylG [pWWO0], que se localiza em uma regido helicoidal circunvizinha & entrada
do sitio de ligacdo ao substrato (em amarelo) em Nahl. Da esquerda para a direita: Representacdo de fita do
esqueleto polipeptidico e da superficie da proteina, ambas na mesma orientacdo. NAD: estrutura em vareta.

De fato, diferencas na acessibilidade ao sitio ativo parecem influenciar a
especificidade ao substrato entre ALDHs. RalDH2, por exemplo, uma retinaldeido
desidrogenase tipo 1l (PDB id 1B19) (Lamb & Newcomer 1999), eficientemente oxida uma
variedade de aldeidos alifaticos como octanal, decanal e retinal, mas ndo acetaldeido. Ao
contrario do que foi descrito para ALDH2 (Steinmetz et al 1997) e ALDH3 (Liu et al 1997)
em que o canal de acesso ao substrato € uma cavidade pré-formada por meio da qual o
acetaldeido pode se difundir, RaIDH2 utiliza uma alca desordenada de vinte aminoacidos para
limitar 0 acesso ao sitio catalitico por aldeidos de cadeia curta. Por meio de um ajuste do tipo
“mao na luva” (hand-in-glove-like fit), a ligacdo do retinal estabiliza a alca bem como a
maquinaria catalitica. Assim, através deste mecanismo, a enzima pode discriminar entre
aldeidos de cadeia hidrocarb6nica longa e curta, uma vez que estes Ultimos ndo possuem a
larga superficie hidrofébica necessaria para se enterrar no interior do canal e
consequentemente estabilizar os grupos cataliticos (Bordelon et al 2004; Lamb & Newcomer
1999).

Harayama e Rekik (Harayama & Rekik 1993) propuseram que a via de meta-clivagem
do plasmideo TOL pWWO de P. putida mt-2 seja composta de genes hibridos que evoluiram a
partir de um produto de recombinacédo entre sequencias homologas ancestrais nah (NAH7 de
P. putida G7) e dmp (pVI150 de P. putida CF600). Em organismos que contém tais

plasmideos, a chance de recombinacdo entre genes ndo idénticos das vias de meta-clivagem
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pode ser significativa (Harayama & Rekik 1993). Deste modo, é tentador sugerir que tal
fragmento possa ter sido incorporado ao gene xylG conduzindo a uma mudanca dramatica na

especificidade desta enzima.

Por outro lado, quando feito um alinhamento das sequencias nucleotidicas de nahl e
xylG, observa-se um desvio de enquadramento da janela de leitura do segmento de 63 pares
de bases correspondente a sequencia de 21 residuos de aminoacidos, provavelmente originado
por eventos de insercdo e delecdo nas posi¢Oes flanqueadoras deste segmento (Figura 33).
Portanto, é possivel que a sequéncia xylG tenha sido selecionada positivamente, uma vez que

o0 produto possui algumas propriedades cataliticas vantajosas sobre substratos aromaticos.

80 so 100 110 120 130

NahI/NAH7 REEAFSIeRRE S0 IRFINECLDTGKPKSLASHIDI PRGALRIZDASFSod BB AFS BF-SR 3 7Ny
XylG/pWW0 RSN F B3 YCIPRRFIARMPGCHRQAEVAGQPHRHSARRERIDASFIBR SIS P-F VD) PPy

—

NahI/NAH7 GAGGCC-GAATGCCTCGACACCGGCAAGCCCAAATCCCTGGCCAGCCACATCGACATCCCGCGCGGGGCGGCCAACT
XylG/pWW0 GAGGCCCGAATGCCTGGACACCGGCAAGCCGAAGTCGCTGGCCAGCCACATCGACATTCCGCGCGGCGCG-CCAATT

Figura 33. Alinhamento das sequencias nucleotidicas de Nahl (NAH7) e XylG (pWWO0). O desvio de
enquadramento de janela de leitura do segmento de 63 pb em XyIG correspondente & sequencia de 21 residuos
de aminoécidos, diferenca principal entre as estruturas primérias das duas 2-HMSDs. A inser¢ao de uma citosina
e a delecdo de uma guanosina nas extremidades do segmento de 63 pb que codifica para uma sequencia de 21
residuos de aminoacidos pode ser uma explicagdo para a origem das propriedades cataliticas vantajosas de XylG
sobre substratos aromaticos. Alinhamento realizado no servidor ESPript (http://espript.ibcp.fr) (Robert & Gouet
2014).
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4.7. ANALISE COMPARATIVA DOS SITIOS DE LIGACAO AO SUBSTRATO DE Nahl E
NahF

Uma vez conhecida a estrutura tridimensional de Nahl, é sem ddvida notavel a
semelhanca de seu arcabouco estrutural com o da enzima NahF, a outra ALDH da via de
degradacéo do naftaleno de P. putida (Figura 34), embora as duas compartilhem somente 33%

de identidade de sequencia (Figura 35).
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Figura 34: Estruturas diméricas das enzimas Nahl e NahF de P. putida G7. A e B. Representacédo de fita das
cadeias polipeptidicas do dimero de Nahl (A) e de NahF (B), ambos posicionados na mesma orientagdo. Quando
sobrepostas as cadeias polipeptidicas de Nahl e NahF, o R.m.s.D. global é de 1,12 A sobre 354 residuos de
aminoacidos. A’ e B’. Imagens da superficie das moléculas, Nahl (A’) e NahF (B’), evidenciando em cada
dimero os dominios de oligomerizacéo que se estendem sobre a entrada do sitio catalitico na subunidade vizinha.
NahF foi co-cristalizada com o substrato salicilaldeido (PDB id 4JZ6) (Coitinho 2013), visualizado em amarelo
no sitio catalitico. Apenas para facilitar a comparacao, Nahl esta representada pelo dimero ao invés do tetramero.
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Figura 35. Alinhamento entre as sequencias de Nahl e NahF. Os blocos em vermelho correspondem as
porcdes de identidade de sequencia - apenas 33% - compartilhada entre as duas ALDHSs. As estrelas em verde
sinalizam os residuos cataliticos de cisteina e glutamato. Alinhamento realizado no servidor ESPript
(http://espript.ibcp.fr) (Robert & Gouet 2014).

Em NahF, a presenca da Arg157 no sitio catalitico a 4,63 A de distancia do substrato
pode indicar um papel importante para este aminoécido durante a catalise de substratos
aromaticos. Esta mesma posi¢do em Nahl é ocupada por um Trpl163, residuo de cadeia lateral
volumosa que pode apresentar impedimento espacial para a acomodagdo de substratos
aromaticos (Figura 36 A e A’). Condicdo semelhante também pode ser sugerida para a
Leul56 em Nahl, que da lugar para uma Gly150 em NahF posicionada a uma distancia de 3,0
A em relacdo ao substrato (Figura 36 A e A’). Assim, pode ser que em Nahl, a presenca de
residuos com cadeia lateral volumosa no sitio catalitico dificulte a atividade desta enzima

sobre substratos aromaticos.
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Figura 36: Andlise comparativa dos sitios de ligacdo ao substrato de Nahl e NahF. A e A’. No sitio ativo de
Nahl (A), a presenca de residuos de cadeia lateral volumosa, como Trpl63 e Leul56, poderia causar
impedimento espacial para a acomodagdo de substratos aromaticos. Em NahF (A”), posi¢des equivalentes sdo
ocupadas por Argl57 e Gly150, respectivamente. Os residuos cataliticos Cys e Glu sdo conservados entre as
ALDHs. O ligante em azul corresponde ao salicilaldeido, substrato aromético de NahF. B e B’. O trio aromético
Trp96, Phe99 e Phe279 em NahF (B’) adota um arranjo parcialmente paralelo estabelecendo interagdes do tipo
w-stacking e esté ausente em posigBes equivalentes em Nahl (B). C e C’. Residuos hidrofébicos, como Trp447 e
Phe448, se posicionam na entrada do sitio de ligagdo ao substrato de Nahl (C) sugerindo uma barreira a
passagem de substratos aromaticos.
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Os residuos arométicos Trp96, Phe99 e Phe279 dispostos na entrada do sitio ativo de
NahF estdo ausentes nas posi¢Oes equivalentes em Nahl, ocupadas por Leu98, lle 102 e
Asn283. O trio aromatico em NahF forma uma base na entrada do sitio ativo estabilizada por
interacdes do tipo z-stacking, quando ha empilhamento dos anéis aromaticos por adotarem
um arranjo paralelo, o que parece ser importante para a manutencdo da abertura do bolséo
catalitico (Figura 36 B e B’).

Mais ainda, é interessante notar que a auséncia do trio aromatico em Nahl talvez
permita melhor acomodacdo da Phe448, que se projeta na entrada do sitio da ALDH alifatica

sugerindo um bloqueio a passagem de substratos aromaticos (Figura 36 C).

Curiosamente, uma analise do volume do sitio ativo, calculado pelo servidor CASTp
(Binkowski et al 2003), revelou uma expansio do bolso catalitico de 167 A® para 635 A® a0
substituir unicamente o residuo Phe448 de Nahl pelo aminoacido equivalente em NahF,
sugerindo ao residuo hidrofobico, e a prépria expansao da cavidade, um papel de seletividade
ao substrato, uma vez que o volume disponivel a acomodacdo do substrato torna-se

semelhante ao apresentado por NahF (Figura 37 C).

‘.!.-; o .w ,‘,‘C‘\\'

-tf

NahF-wWT Nahl-WT (destaque para ~ Nahl-F44-8S (destaque Nahl-L156G/F448S

Phe44.8 em vermelho) para Leu156 em amarelo) (salicilaldeido em evidéncia)

Figura 37: Expansdo dos sitios de liga¢do ao substrato em formas mutantes de Nahl. O volume da cavidade
catalitica de Nahl (167 A% em B) sofre expansio para valores proximos ao apresentado por NahF (565 A®, em
A) quando os residuos de cadeias laterais volumosas Leul56 e Phe448 sdo substituidos pelos equivalentes na
ALDH aromética (C e D).

Expansdo maior da cavidade catalitica foi calculada para o duplo mutante de Nahl
(725 A% em que, além da propria Phe448 ja referida anteriormente, a Leu156 posicionada na
base do funil e substituida pela glicina equivalente em NahF (Figura 37 D). Quando
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substituido unicamente o residuo de Leul56 em Nahl por glicina, o sitio de ligacdo ao
substrato apresenta um volume predito de 464 A® (omitido na Figura 37).

Com base neste estudo comparativo prévio, a fim de se compreender os determinantes
estruturais em Nahl para a selecdo do substrato, iniciou-se a caracterizacdo estrutural dos trés
mutantes propostos Nahl-L156G, Nahl-F448S e Nahl-L156G-F448S.

4.8. PURIFICACAO DAS VARIANTES DE Nahl

As formas mutantes de Nahl foram purificadas por cromatografia de afinidade ao
niquel e, em seguida, por gel-filtracdo (Figura 38, itens A e C). Para obtencdo das proteinas
recombinantes sem a cauda de seis residuos de histidina, entre as duas etapas cromatogréaficas
ja mencionadas realizou-se incubagcdo com a protease TEV e uma segunda passagem em
coluna de niquel (Figura 38, itens B). A protease TEV, por apresentar em sua extremidade N-
terminal uma cauda de histidinas, permanece retida na coluna juntamente com contaminantes
provenientes da primeira etapa de purificacdo. A proteina recombinante clivada, entretanto,
por ndo mais apresentar a etiqueta de afinidade, ndo interage com a coluna sendo recolhida

nas primeiras fragoes.

Apobs a Ultima etapa cromatografica, de exclusdo molecular, em que se revelou alto
grau de pureza das formas mutantes recombinantes de Nahl conforme observado em gel de
poliacrilamida-SDS (Figura 39), as proteinas foram concentradas para 0s ensaios de
cristalizacdo (Tabela 6). O procedimento de purificacdo das formas mutantes de Nahl
possibilitou recuperar aproximadamente de 25 a 30 mg de proteina para cada litro de meio de

cultura.

Tabela 6: ConcentragBes (em mg/mL) das formas mutantes de Nahl utilizadas nos ensaios de
cristalizacéo.

Mutante Nahl Com 6xHis (mg/mL) Clivada (mg/mL)
L156G 15 20
F448S 22 25

L156G-F448S 14 20
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Figura 38: Cromatogramas obtidos durante as etapas de purificacdo das formas mutantes de Nahl.
Cromatografia de afinidade em coluna de niquel a partir de extrato bruto celular (A) e apés clivagem da cauda de
histidinas com a protease TEV (B). Cromatografia de exclusdo molecular da proteina completa (linha cheia) e
clivada (linha pontilhada) (C). A absorvancia a 280 nm em mAu é dada em fungdo do volume de eluicdo da
coluna em mL.

L156G F448S L156G/F448S

116 -

66,2 -

45 -

35-

25-

Figura 39: Perfil eletroforético das formas mutantes de Nahl apds a etapa cromatografica de exclusao
molecular. Canaletas 1 e 2 correspondem respectivamente a proteina recombinante completa e clivada (sem a
cauda de afinidade). Géis de poliacrilamida-SDS 12% corados com azul de Coomassie. PM (kDa): peso
molecular em kiloDaltons (Unstained Protein Molecular Weight Marker — Thermo Scientific).
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4.9. CRISTALIZACAO, DIFRACAO DE RAIOS-X E ESTRUTURA DAS VARIANTES DE
Nahl

Conforme previamente estabelecido para a enzima Nahl, condi¢Oes variadas de
formato de sodio também mostraram-se favoraveis ao crescimento de cristais das formas
mutantes de Nahl (Figura 40). Padrdes de difracdo de raios-X foram obtidos para as trés
variantes na auséncia de NAD" a partir de cristais crescidos nas condicBes especificadas na
Tabela 7, na qual séo listadas as estatisticas dos dados de difracdo e de processamento.

Figura 40: Cristais de formas mutantes de Nahl, crescidos em condigdes variadas de formato de sodio.

Cristais do duplo mutante Nahl-L156G-F448S apresentaram 0s grupos espaciais C2 e
C222;, tendo o cristal deste ultimo grupo atingido a melhor resolucdo de 2,9 A com seis
mondmeros na unidade assimétrica (Figura 41). Um dos cristais de Nahl-F448S pertencente
ao grupo C2 difratou a 3,25 A de resolucdo com doze mondmeros na unidade assimétrica,
enquanto o cristal de Nahl-L156G, grupo P2y, difratou a 2,1 A. A estrutura cristalina de cada
mutante foi resolvida pelo método de substituigdo molecular tendo a propria Nahl como
modelo. Apenas Nahl-L156G ainda ndo foi determinada, enquanto Nahl-F448S e L156G-
F448S estdo em fase de refinamento. Em ambas as estruturas, a unidade bioldgica tetramérica

foi observada por meio de operacgdes de simetria da unidade assimétrica.
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Tabela 7: Estatisticas dos dados de difracdo e de processamento dos cristais das formas mutantes de Nahl. Os valores
estatisticos para as faixas de menor e maior resolucédo sdo dadas entre parénteses.

L156G F448S L156G-F448S

Comprimento

de onda (A) 1,459 1,459 1,459 1,459 1,459 1,459

NUmero de

imagens 952 419 310 490 540 500

Rotacéo por 02 0,4 05 03 0.3 03

imagem (°)

Grupo espacial

Faiva de 50,0-2,1 50,0-3,4 50,0-3,25 50,0-2,9 50,0-3,16 50,034

IX

resolugao (A) (50,0-57/ (50,0-9,21/ (50,0-8,81/ (50,0 7,86/ (50,0-8,56/ (50,0-9,21/
2,14-2,10) 3,46 - 3,40) 3,31-3,25) 2,95-2,90) 3,21-3,16) 3,46 —3,40)

Nﬂg]e“j de 558.026 133.440 169.047 104.113 183.782 138.493
reriexoes
tnicas (28.209/27.775) | (6.457/6.982)  (8.446/8442) | (5.112/5187)  (9.216/9.130)  (6.636/7.102)

12,8 10,7 11,9 11,5 12,9 12,8

<lfs (1)>
(24,8/3,1) (31,6/2,4) (27,4/2,4) (19,2/2,9) (25,7/2,5) (35,1/2,2)

0,089 0,103 0,088 0,112 0,078 0,078
(0,038/0,462) (0,028/0526)  (0,028/0527) | (0,056/0,555) (0,035/0,509)  (0,025/0,536)

Rmergear

R-factor'" (%) - - 20,7 18,9 - -

*Rmerge =Y Zi | li(hKI) - d(hkl)s | | i Zi li(hkl), em que li(hkl) € a intensidade medida de cada reflexdo hkl e
d(hkl)) é sua média.

"R-factor = X ||Fops (NKI)| - [Fearc (hKD|| 7 = |Fops (NKI)|. Riee & 0 valor de R-factor calculado para 5% do
conjunto de dados ndo inclusos no refinamento.
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Figura 41: Célula unitaria do cristal de Nahl-L156G-F448S. Pertencente ao grupo espacial C222,, o cristal
difratou a 2,9 A de resolugéo apresentando seis mondmeros na unidade assimétrica. Por operaces de simetria, é
representado todo o conteudo da célula unitéria. Ao centro, observa-se bem claramente a composi¢do de um
tetrdmero.

Quando superpostos 0 modelo de apo-Nahl com cada um dos variantes Nahl-F448S e
L156G-F448S, rearranjos conformacionais da cadeia carbdnica induzidos pelas mutacfes nao
s&o perceptiveis, observacdo confirmada pelos baixos valores de R.m.s.D. iguais a 0,403 A e

0,421 A, respectivamente.

Todavia, no duplo mutante Nahl-L156G-F448S, uma sequencia de doze residuos de
aminoacidos compreendida por Leu98 e Alal09 apresenta R.m.s.D. igual a 1,109 A.
Curiosamente, tal segmento, que parece sofrer uma retracdo quando comparado ao
equivalente em Nahl, esté situado na a-hélice adjacente a entrada do sitio catalitico (Figura 42
A). Os residuos que mais se deslocam sdo Leu98 (1,117 A), His101 (1,364 A), 11e102 (1,638
A), Arg106 (1,235 A) e Alal09 (1,456 A) (Figura 42 C) contribuindo para a expansdo do
bolso catalitico cujo volume agora abrange 1.336 A3, conforme calculado pelo servidor
CASTp (Binkowski et al 2003).

Em Nahl-F448S, o afastamento de tal a-hélice € menos pronunciado, dado o valor de
R.m.s.D. igual a 0,709 A para 0 mesmo segmento, quando comparado ao correspondente em
Nahl (Figura 42 B). Enquanto Argl06 (1,033 A) apresenta o maior deslocamento, Leu98
(0,564 A) e 11e102 (0,366 A) praticamente mantém a mesma posicdo equivalente em Nahl
(Figura 42 C) e o volume do sitio atinge 883 A%,
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C RmsD de residuos situados na a-hélice adjacente a entrada do sitio de ligagdo ao substrato.
RmsD (A)
Residuo Nahl-L156G-F448S Nahl-F448S
Leu98 1,117 0,564
His101 1,364 0,798
1le102 1,638 0,366
Argl06 1,235 1,033
Alal09 1,456 0,673

Figura 42: Entrada do sitio catalitico de Nahl e de dois mutantes. A. No duplo mutante Nahl-L156G-F448S,
uma sequencia de doze residuos de aminoéacidos compreendida por Leu98 e Alal09 apresenta R.m.s.D. igual a
1,109 A em comparacio a Nahl (em verde). O deslocamento da a-hélice composta por este segmento contribui
para a expansdo do bolso catalitico. Nahl-L156G-F448S esta colorida segundo R.m.s.D. minimo (azul) a maximo
(vermelho). B. Em Nahl-F448S, o afastamento de tal a-hélice € menos pronunciado, dado o valor de R.m.s.D.
igual a 0,709 A para o mesmo segmento. C. Valores de R.m.s.D. de alguns residuos situados na a-hélice em
questéo.
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Tais observagOes sugerem que Leul56 e Phe448, com suas cadeias laterais volumosas,
ndo somente ocupam a cavidade catalitica reduzindo o seu volume e bloqueando a passagem
de substratos aromaticos, mas mantém a integridade da abertura do bolséo ao aproximar a a-
hélice circunvizinha ao sitio que, de certo modo, acaba por limitar o espago da cavidade. Ao
que parece, em ambos 0s casos, a presenca destes dois aminodcidos, Leul56 e Phe448,
favorece a construgdo de um sitio mais fechado capaz de melhor acomodar substratos

alifaticos.

Anélise semelhante devera ser feita ainda para Nahl-L156G. E de se supor que a
presenca de Phe448, a despeito da auséncia de Leul56, apresente resultado semelhante ao de
NahI-F448S no sentido de manter mais préxima a a-hélice adjacente ao sitio limitando assim
a sua abertura. Tanto por isto quanto pelo proprio blogueio que Phe448 representa na entrada
do bolsdo, € de se esperar que 0 volume da cavidade seja inferior ao obtido para os outros dois

mutantes.

Talvez ndo por mera coincidéncia, novamente vemos aqui a participagdo da a-hélice
circunvizinha ao sitio, j& mencionada antes ao ser analisada a sequencia de 21 residuos de
aminoacidos consecutivos em que Nahl e XylG se diferem mais pronunciadamente. Ao
contrario dos mutantes propostos para Nahl, os residuos L156 e F448 estdo conservados em
XylG, ainda que esta apresente atividade sobre aldeidos aromaticos, volumosos. Pode ser que
as modificacdes ocorridas na sequencia desta a-hélice tenham promovido novas interaces
com residuos adjacentes resultando em uma abertura da entrada do sitio através do

afastamento da a-hélice em questdo.

4.10. ATIVIDADE CINETICA DAS VARIANTES DE Nahl

Segundo a hipdtese inicialmente sugerida, a expanséo do sitio catalitico de Nahl, dada
pela substituicdo de Leul56 e Phe448 por seus correspondentes em NahF, poderia favorecer a
atividade da enzima sobre substratos aromaticos. Entretanto, ao contrario do que se esperava e
de forma semelhante a enzima Nahl, os trés mutantes propostos ndo apresentaram atividade
sobre o substrato natural de NahF, o 2-salicilaldeido, o que talvez possa ser atribuido a
posicdo adjacente dos grupos substituintes. Assim como 2- e 3-carboxibenzaldeido s&o
substratos fracos para XylG, dada a preferéncia ao 4-carboxibenzaldeido até mesmo sobre 2-

HMS (Wang 2003), pode ser que o posicionamento para dos substituintes apresente melhor
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alinhamento para a ligagdo do salicilaldeido quando comparado as posi¢fes orto e meta, que
ndo possibilitariam um encaixe correto no sitio. Em NahF, contudo, observa-se que mudancas
na posicao da hidroxila em 3- e 4-salicilaldeido levam a diminuicdo dos valores de K¢/ Ky em
cerca de 6 e 15 vezes, respectivamente, em relagcdo ao substrato natural 2-salicilaldeido. Dessa
forma, é valido testar a atividade de Nahl e seus mutantes sobre 4-saliciladeido, por exemplo.
Entretanto, falta-lhe ainda o grupo carboxilato, identificado por Wang (2003) como essencial
para a ligacdo do substrato. Mais ainda, para fins de comparacdo com a homologa XylG,
pode-se avaliar a atividade cinética de Nahl e dos mutantes sobre benzaldeido e seus

anélogos.

O fato de Nahl n&o apresentar atividade sobre o substrato natural de NahF sugere que
estas enzimas tenham evoluido para cumprir funcbes especificas nas vias de degradacao as
quais pertencem, contribuindo talvez para a regulacdo do fluxo metabdlico entre ambas. A
observacdo de uma molécula de salicilaldeido localizada em um sitio atipico, entre as duas
subunidades que comp&em o dimero de NahF, suscita uma possivel modulacao alostérica para
esta enzima (Coitinho 2013). Também segundo Coitinho (2013), ha indicios de que salicilato,
produto da reacdo catalisada por NahF, cause inibicdo ndo competitiva da propria enzima que
0 produz. Cabe, portanto, monitorar a atividade catalitica de Nahl sobre 2-HMS na presenca
de salicilaldeido e salicilato, separadamente, a fim de avaliar uma possivel comunicacdo do

fluxo metabdlico entre as vias superior e inferior.

A respeito da oxidacdo de 2-HMS, apenas o mutante FA448S apresentou atividade. O
Kwm elevou-se nove vezes (11,4 + 2,0 uM) enquanto o valor de Kea S manteve comparavel ao
de Nahl (0,9 s™), resultando em um decréscimo de aproximadamente nove vezes no valor de
kea!Km (0,075 x 10° M*s™). Mais uma vez, a acessibilidade ao sitio ativo parece influenciar a
ligacdo ao substrato, ja que o sutil alargamento da entrada do sitio catalitico em F448S foi
capaz de afetar ligeiramente a afinidade da enzima ao seu substrato natural, sem perturbar,
contudo, o numero de renovacéo (turnover). Esta Gltima observacéo, somada ao fato de que os
outros dois mutantes L156G e L156G-F448S nédo apresentaram qualquer atividade sobre 2-
HMS, sugere que a manutencdo de Leul56 parece ser critica para a oxidagao do substrato por
Nahl. Ainda que ndo tome parte diretamente na catélise, é provavel que este aminoacido

favoreca o melhor posicionamento de 2-HMS no sitio catalitico para que ocorra a reacao.

De fato, em PnpE, uma y-hidroximuconato semialdeido desidrogenase envolvida na

via de degradacdo de para-nitrofenol em Pseudomonas sp. WBC-3, a mutagdo F150A, em
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posicdo equivalente & Leul56 de Nahl, comprometeu completamente a atividade da enzima
sobre o substrato y-hidroximuconato semialdeido (Su et al 2013). Segundo um alinhamento
de sequencias consenso das familias de ALDHSs (Perozich et al 1999), tal residuo de leucina
em Nahl (Leul56) é representativo da familia HMSALDH (hidroximuconato semialdeido
desidrogenase), enquanto um residuo de fenilalanina ou tirosina em posic¢éo correspondente é
observado em todas as outras familias, inclusive entre as ALDHs aromaticas. Excecéo feita,
contudo, para NahF. Uma vez que o residuo de glicina possui a menor cadeia lateral dentre os
aminoéacidos, é provavel que Gly150 de NahF favoreca a formacdo de um sitio catalitico mais

amplo, capaz de acomodar aldeidos arométicos estruturalmente diversos.

Quanto ao residuo W163 de Nahl, o equivalente W157 em PnpE parece contribuir
para uma regido hidrofébica no sitio capaz de melhor acomodar uma pequena porcao alifatica
da cadeia linear do substrato. Ainda que este residuo ndo estabeleca contato direto com o vy-
hidroximuconato semialdeido, a mutacdo W157A reduziu em 20% a atividade catalitica da
enzima (Su et al 2013).

Tem-se observado que um determinado residuo de asparagina, equivalente a Asnl155
de Nahl e conservado em 95% das ALDHs segundo (Perozich et al 1999), desempenha papel
importante na catalise. Para a mutacdo N149D, PnpE perdeu sua atividade sobre y-
hidroximuconato semialdeido (Su et al 2013). De semelhante modo, perda de atividade
também foi observada para o mutante N133A de Gox0499, uma ALDH da bactéria
Gluconobacter oxydans com atividade sobre aldeidos aromaticos e alifaticos de cadeia longa
(Yuan et al 2013). Tal residuo de asparagina, que em Nahl (Asn155) estabelece ligacdo de
hidrogénio com o anel de nicotinamida do cofator (Figura 26, subsecéo 4.5), se posiciona na
interface dos sitios de ligacdo ao substrato e ao cofator.

Assim, embora um mecanismo geral para ALDHs tenha sido proposto com base em
analises de identidade de sequencia e estudos cristalograficos (Wymore et al 2004), e os
residuos conservados de cisteina, glutamato e asparagina (respectivamente, C288, E254 e
N155 em Nahl) sejam considerados essenciais para a catalise, cabe descrever o possivel
mecanismo catalitico especifico de Nahl. A elucidacdo de mais estruturas da enzima
complexada a outros ligantes € um auxilio na identificacdo de residuos conservados ou néo,

necessarios para a catalise e a especificidade ao substrato.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Ainda que membros da superfamilia ALDH apresentem um enovelamento estrutural
comum, a elucidacéo cada vez mais ampla de estruturas tridimensionais destas enzimas tem
permitido inferir distingBes nos sitios cataliticos responsaveis por mudancgas sistematicas em
suas propriedades cinéticas sobre uma variedade de substratos aldeidos. Assim, o acimulo de
conhecimento sobre os determinantes estruturais que tornam as ALDHs Unicas em suas
reagdes pode possibilitar o aprimoramento de caracteristicas bioquimicas e cinéticas visando a
possiveis aplicacdes biotecnoldgicas, como por exemplo, para fins de bioremediacao.

Este trabalho, portanto, relata a caracterizacao estrutural e cinética, posto que esta em
carater parcial, de Nahl, uma 2-hidroximuconato semialdeido desidrogenase pertencente a via

inferior de degradacédo do naftaleno em Pseudomonas putida G7.

Conforme avaliado por espectroscopia de dicroismo circular, o contetdo de estrutura
secundaria de Nahl mostra-se semelhante ao de 2-aminomuconato 6-semialdeido (2-AMS)
desidrogenase de Pseudomonas fluorescens (PDB id 411W), um membro da superfamilia
ALDH que compartilha 61% de identidade de sequencia com Nahl. Embora alteragdes
conformacionais significativas nio sejam perceptiveis, dada a ligagdo ao NAD", sua presenca
parece aumentar a estabilidade do complexo devido a manutencéo de fitas-p do dominio de
ligacdo ao cofator, mais provavelmente do motivo de Rossmann durante a desnaturacao
térmica. Além disso, sugere-se que Nahl siga um processo de desnaturacdo em duas etapas.
Quando complexada ao NAD", a segunda temperatura de transi¢do ¢ maior, o que reforca a

ideia de que o dominio de ligacdo ao cofator € menos suscetivel a desnaturacao térmica.

O modelo cristalografico proposto para Nahl apresenta o enovelamento o/f tipico da
superfamilia das ALDHSs, que se organiza em: dominio de oligomerizacdo e dominios de
ligagéo ao dinucleotideo e ao substrato, este ultimo também conhecido como catalitico. Além
disso, operagdes de simetria cristalograficas revelam um arranjo tetramérico, consistente com
0 estado oligomérico inferido por SAXS. Rearranjos conformacionais induzidos pela ligagcdo
ao cofator ndo sdo perceptiveis quando superpostos os modelos de Nahl com e sem NAD",
dados estes que apoiam aqueles observados por CD, em que 0s espectros obtidos a 20 °C, na
presenca ou na auséncia do cofator, s&o muito semelhantes um do outro ao longo de toda a

gama de comprimento de onda medido.
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Ensaios de cinética confirmam a preferéncia de Nahl por 2-hidroximuconato
semialdeido, todavia nenhuma atividade sobre salicilaldeido foi observada, ao contrario da
homologa XylG, uma 2-HMSD capaz de oxidar também substratos aromaticos. Sugere-se que
a razdo para tal comportamento esteja associada a um segmento de 21 residuos de
amino&cidos, notavelmente distinto entre ambas as enzimas e localizado em uma a-hélice
adjacente ao sitio catalitico. Um alinhamento das sequencias nucleotidicas de nahl e xylG
revela um desvio de enquadramento da janela de leitura do segmento de 63 pares de bases
correspondente a sequencia de 21 residuos de aminoéacidos, o que pode ter conduzido a uma

mudanca dramatica nas propriedades cataliticas de XylG.

Um estudo comparativo entre as estruturas tridimensionais de Nahl e NahF, uma
salicilaldeido desidrogenase com ampla atividade sobre aldeidos aromaticos e alifaticos de
cadeia longa, atuante na via de degradacdo superior do naftaleno em P. Putida G7, permite
indicar residuos de aminoacidos que tenham participacdo na especificidade destas enzimas
aos seus substratos. Sugere-se, para Nahl, que a presenca de residuos com cadeia lateral
volumosa no sitio catalitico inviabilize a acomodacdo de substratos aromaticos. Corrobora
para isto a predicdo da expansdo da cavidade catalitica, de 167 A® para 725 A%, quando t&o
somente L156 e F448 sdo substituidos pelos residuos equivalentes em NahF. Por estéo razdo,
os trés mutantes Nahl-L156G / F448S / L156G-F448S foram propostos a fim de se
compreender os determinantes estruturais de Nahl para a sele¢éo do substrato.

A estrutura tridimensional de tais mutantes revela um ligeiro afastamento da a-hélice
justaposta a entrada do sitio catalitico com consequente expansdo do volume da cavidade,
superando os valores preditos anteriormente. Estas observacfes insinuam que L156 e F448,
com suas cadeias laterais volumosas, ndo somente ocupam o sitio catalitico reduzindo o seu
volume e bloqueando a passagem de substratos aromaticos, mas mantém a integridade da
abertura do bolsédo ao aproximar a a-hélice circunvizinha que, de certo modo, acaba por

limitar também o espaco da cavidade.

Ainda assim, 0 aumento do volume do sitio ndo proporciona incrementos da atividade
catalitica sobre o aldeido aromatico avaliado, 2-salicilaldeido. Ao contrario do que se
esperava ao serem propostas as mutagdes em Nahl, suas trés variantes ndo apresentam
atividade sobre o substrato natural de NahF, o que pode ser devido ao posicionamento dos

grupos substituintes e dos residuos que tomam parte na catélise.
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Quanto a cinética dos mutantes sobre o substrato natural de Nahl, 2-HMS, a atividade
de Nahl-F448S, a Unica observada, é reduzida em funcéo do aumento de Ky, o que fomenta o

papel critico de L156 na especificidade da enzima ao seu substrato.

Os resultados desta investigacdo apresentam, pela primeira vez, caracteristicas
estruturais e cinéticas em relagdo a enzima Nahl e abrem caminho para futuros estudos sobre
a identidade e a funcédo dos residuos cruciais para a catélise e a descricdo de como a reagdo se
processa. A cristalizacdo de Nahl na presenca de um inibidor competitivo torna favoravel
esclarecer estas questdes. Cabe avaliar também a atividade cinética de Nahl e mutantes sobre
uma variedade de substratos aldeidos, bem como sobre seu substrato natural 2-HMS na
presenca de salicilaldeido e salicilato para verificar um possivel papel regulatério destes
ualtimos. Além do mais, elucidar a estrutura tridimensional da homéloga XylG possibilitara
uma analise comparativa mais apurada quanto aos determinantes estruturais que viabilizam a

oxidacdo de aldeidos aromaticos por esta ALDH.
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The first enzyme in the oxalocrotonate branch of the naphthalene-degradation lower pathway in
Pseudomonas putida G7 is Nahl, a 2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase which converts
2-hydroxymuconate semialdehyde to 2-hydroxymuconate in the presence of NAD*. Nahl is in family 8
(ALDHS8) of the NAD(P)"-dependent aldehyde dehydrogenase superfamily. In this work, we report the
cloning, expression, purification and preliminary structural and kinetic characterization of the recombi-
nant Nahl. The nahl gene was subcloned into a T7 expression vector and the enzyme was overexpressed
in Escherichia coli ArcticExpress as a hexa-histidine-tagged fusion protein. After purification by affinity
and size-exclusion chromatography, dynamic light scattering and small-angle X-ray scattering experi-
ments were conducted to analyze the oligomeric state and the overall shape of the enzyme in solution.
The protein is a tetramer in solution and has nearly perfect 222 point group symmetry. Protein stability
and secondary structure content were evaluated by a circular dichroism spectroscopy assay under differ-
ent thermal conditions. Furthermore, kinetic assays were conducted and, for the first time, Ky
(1.32£0.3 pM) and ke (0.9 s71) values were determined at presumed NAD" saturation. Nahl is highly
specific for its biological substrate and has no activity with salicylaldehyde, another intermediate in

the naphthalene-degradation pathway.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs?) are a group of
hydrophobic organic compounds consisting of two or more fused
aromatic rings in linear or angular arrangements. They are widely
distributed in the environment due to natural as well as anthro-
pogenic sources [1]. Members of this group include naphthalene,
anthracene, phenanthrene, pyrene, and benzo[a]pyrene, among
others.

* Corresponding author. Fax: +55 31 3409 2614.
E-mail address: nagem@icb.ufmg.br (R.A.P. Nagem).

1 SSA and CMLN equally contributed to this work.

2 Abbreviations used: PAHs, polycyclic aromatic hydrocarbons; ALDH, aldehyde
dehydrogenase; CDD, Conserved Domain Database; SF, superfamily; CD, circular
dichroism; SEC, size-exclusion chromatography; DLS, dynamic light scattering; SAXS,
small-angle X-ray scattering; PCR, polymerase chain reaction; TEV, tobacco etch
virus; IPTG, isopropyl beta-p-thiogalactopyranoside; PDB, Protein Data Bank;
SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
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Naphthalene is the simplest and most abundant PAH, and
serves as a model compound for PAH studies. The toxicity of naph-
thalene has been well documented. It has been suggested that
naphthalene undergoes metabolic activation to
1,2-naphthoquinone, which reacts with DNA and leads to the for-
mation of depurinating adducts. The abasic sites in DNA formed
by loss of the depurinating adducts can generate mutations that
might initiate cancer [2].

Due to their ubiquitous occurrence, potential to bio-accumulate
and carcinogenic activity, PAHs are significant environmental con-
cerns [3]. The US Environmental Protection Agency has listed 16
PAHs as priority pollutants for remediation [4] highlighting the
importance of their removal from the environment.

Owing to the relatively high cost and the non-specificity of con-
ventional physical and chemical environmental decontamination
methods, bioremediation is a promising strategy for environmental
cleanup [5]. It is a safe, less disruptive and cost-effective treatment
to remove toxic compounds from the environment [6]. In the past
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few years, enzymatic bioremediation has resurfaced as an attrac-
tive alternative to augment currently available bio-treatment tech-
niques. The process starts with a search for microorganisms
capable of feeding on a particular pollutant, and then focuses on
the identification of the enzymes responsible for degradation [7].

A wide phylogenetic diversity of bacteria such as species of the
genus Alcaligenes, Acinetobacter, Pseudomonas, Rhodococcus, and
Nocardia is capable of aerobic degradation of aromatic compounds
into less toxic or non-toxic products [8]. Pseudomonas species and
closely related organisms have been the most extensively studied
due to their superior performance in degrading PAHs as sole
carbon and energy sources [8,9].

The gram-negative bacterium Pseudomonas putida strain G7
harbors an 83 kilobase plasmid associated with naphthalene
metabolism, NAH7 [10]. The naphthalene catabolic genes (nah) of
NAH7 are organized into two operons. The nah operon
(nahAaAbAcAdBFCED) encodes the upper pathway enzymes
involved in the conversion of naphthalene to salicylate. The latter
results from the oxidation of salicylaldehyde by the action of
salicylaldehyde dehydrogenase (NahF), the last enzyme of the
upper pathway [11]. On the other hand, the sal operon
(nahGTHINLOMK]) codes for the lower pathway enzymes involved
in the conversion of salicylate to pyruvate and acetaldehyde
[10,12]. The lower pathway starts with the oxidation of salicylate
to catechol by salicylate hydroxylase (NahG), which is
extradiol-cleaved by catechol-2,3-dioxygenase (NahH) and further
transformed to pyruvate and acetyl-CoA by the remaining
meta-cleavage pathway gene products (Nahl, NahJ], NahK, NahN,
NahL, NahM, and NahO) [13] (Fig. 1).

Nahl from P. putida G7 (2-hydroxymuconate semialdehyde
dehydrogenase — NCBI entry YP_534834.1; 486 amino acid resi-
dues and 51,517 Da), the first enzyme in the oxalocrotonate branch
of the naphthalene-degradation lower pathway, belongs to the
NAD(P)*-dependent aldehyde dehydrogenase (ALDH) superfamily,
according to the Conserved Domain Database classification (CDD;
[14]). The members of this superfamily (SF) catalyze the oxidation
of a wide variety of endogenous and exogenous aliphatic and
aromatic aldehydes to their corresponding carboxylic acids using
NAD* or NADP" as a cofactor. They share the same scaffold and
many conserved residues with important catalytic roles despite
their overall low sequence identity (below 15%), modes of
oligomerization and substrate specificity.
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Within the ALDH-SF, Nahl is further classified into the ALDH8
family together with different 2-hydroxymuconate semialdehyde
dehydrogenases (2-HMSDs; e.g., XylG from P. putida mt-2 - NCBI
entry P23105.1, AphC from Comamonas testosteroni TA441 — NCBI
entry BAA88501.1, TomC from Burkholderia cepacia G4 — NCBI entry
AAP32788.1) and other enzymes (e.g., human aldehyde dehydroge-
nase family 8 member Al protein or ALDH8A1 - NCBI entry
Q9H2A2.1, 5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde
dehydrogenase from Escherichia coli C - NCBI entry CAA86041.1).
ALDH8 members share an overall sequence identity above
30% and, as reported in the literature, they catalyze reactions
with different substrates. While Nahl is thought to participate
only in the conversion of 2-hydroxymuconate semialdehyde to
2-hydroxymuconate using NAD" as a cofactor (EC 1.2.1.85;
[15,16], XylG, another 2-HMSD involved in toluene and xylene
degradation, oxidizes not only 2-hydroxymuconate semialdehyde,
but also aromatic substrates such as benzaldehyde and its analogs
[17]. Furthermore, human ALDH8A1, another ALDH8 member, con-
verts 9-cis-retinal to 9-cis-retinoic acid [18]. Therefore, it is likely
that subtle differences in the substrate pocket of these enzymes
are responsible for their diverse kinetic properties using a variety
of aldehyde substrates [19].

In this work, we report the cloning and expression of recombi-
nant Nahl from P. putida G7 (hexa histidine-tag Nahl; 6 xHis-Nahl).
In order to characterize the secondary and quaternary structures of
this enzyme in solution, we purified the recombinant protein and
analyzed it by circular dichroism (CD), size-exclusion chromatog-
raphy (SEC), dynamic light scattering (DLS) and small-angle
X-ray scattering (SAXS). Furthermore, as a preliminary step to bet-
ter understand the specificity of this enzyme, we performed kinetic
assays with its biological substrate (2-hydroxymuconate semialde-
hyde) and salicylaldehyde, another intermediate in the pathway.
Taken together, these findings validate the Nahl biological unit
and substrate specificity, reinforcing its precise role in the
naphthalene-degradation pathway.

Materials and methods
Cloning

The coding region for 2-hydroxymuconate semialdehyde dehy-
drogenase (Nahl, NCBI Gene ID: 3974218) was amplified from the
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Fig. 1. Naphthalene-degradation lower pathway (from salicylate to pyruvate and acetyl-CoA). This pathway is composed of the enzymes salicylate hydroxylase (NahG),
catechol 2,3-dioxygenase (NahH), 2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase (Nahl), 4-oxalocrotonate tautomerase (NahJ), 4-oxalocrotonate decarboxylase (NahK),
2-hydroxymuconate semialdehyde hydrolase (NahN), vinylpyruvate hydratase (NahL), 4-hydroxy-2-oxopentanoate aldolase (NahM), and acetaldehyde dehydrogenase
(NahO). The main substrates and products for these enzymes are also depicted. The metabolites are: naphthalene (1), salicylate (2), catechol (3), 2-hydroxymuconate
semialdehyde (4), 2-hydroxymuconate (5), 2-oxo-3-hexenedioate (6), 2-hydroxy-2,4-pentadienoate (7), 4-hydroxy-2-oxopentanoate (8), acetaldehyde (9), pyruvate (10), and

acetyl-CoA (11).
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NAH7 plasmid by the polymerase chain reaction (PCR) using
sense 5-CATATGAAAGAGATCAAGCATTTC-3’ and antisense
5-AAGCTTCAGGGATGCAGTCATG-3' primers. The Ndel and HindIll
restriction enzyme cloning sites are shown in bold, respectively.
The PCR was carried out in a final volume of 60 pL containing
225 ng of template plasmid, 0.20 mM dNTPs, 1x Platinum Taq
buffer, 2 mM MgSO,4, 1 Unit Platinum Taq DNA polymerase
(Invitrogen) and 0.6 uM of the forward and reverse primers. DNA
was amplified using a thermal cycler with the following protocol:
95 °C for 120 s in the first cycle; 95 °C for 60 s, 47 °C for 60 s and
68 °C for 90s; for 25 cycles. A final extension step was carried
out at 68 °C for 300 s.

The amplified product was cloned into the pGEM-T vector
(Promega Corporation) and the recombinant plasmid
(pGEM-nahl) was inserted into E. coli DH5a competent cells, which
were screened for positive clones by colony PCR using the sense
and antisense primers for nahl amplification. DNA fragments
obtained from the digestion of pGEM-nahl with Ndel and HindIIl
were ligated into pET28a(TEV) vector [20], previously digested
with the same restriction enzymes, resulting in the recombinant
expression vector pET28a(TEV)-nahl. pET28a(TEV) is a modified
PET28a vector (Novagen) that adds a 6xHis-tag followed by a
tobacco etch virus (TEV) protease-cleavage site at the N-terminus
of the target protein (MGHHHHHHENLYFQGH-target protein).

Eletrocompetent E. coli DH5a cells were transformed with
pET28a(TEV)-nahl for storage while E. coli BL21 (DE3) and E. coli
BL21 ArcticExpress (DE3) (Agilent Technologies) cells transformed
with the same vector were used for protein expression. Plasmid
DNA was extracted from cells using the AxyPrep Plasmid
Miniprep kit according to the manufacturer’s instructions
(Axygen Biosciences). Purification of PCR products or DNA frag-
ments from agarose gel slices was carried out by using Ilustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare Life
Sciences). Gene insertion was verified by colony PCR and the
fidelity of the nahl nucleotide sequence was confirmed by DNA
sequencing using T7 primers in a MegaBACE Sequencing System
instrument (GE Healthcare Life Sciences).

Protein expression

Recombinant Nahl was first overexpressed in E. coli BL21 (DE3)
cells harboring the pET28a(TEV)-nahl plasmid. A single colony
from an agar plate was used to inoculate 20 mL of 2xYT medium
(16 g/L tryptone, 10 g/L yeast extract, 5 g/L NaCl) supplemented
with 50 pg/mL kanamycin. After overnight growth at 37 °C with
agitation at 200 rpm, this primary culture was used to inoculate
1L 2xYT medium supplemented with the same antibiotic and
allowed to grow at 37°C until the ODgog (optical density at
600 nm) reached 0.5-0.7. Protein expression was induced by the
addition of isopropyl beta-p-thiogalactopyranoside (IPTG) to a final
concentration of 1.0 mM. The cell culture was allowed to grow at
37 °C for 3 h at 220 rpm. Cells were harvested by centrifugation
at 10,000g for 10 min at 4 °C.

In a second attempt to overexpress recombinant Nahl, trans-
formed E. coli BL21 ArcticExpress (DE3) cells were inoculated into
a 20mL 2xYT medium containing 50 pg/mL kanamycin and
20 pg/mL gentamicin and grown overnight (200 rpm at 37 °C).
This culture was then transferred to a 1L 2xYT medium without
antibiotics and grown at 30 °C for 3 h. Subsequently, the tempera-
ture was reduced to 12 °C and heterologous protein expression
(6xHis tagged protein; 6xHis-Nahl) was induced by the addition
of IPTG to a final concentration of 1.0 mM. Incubation proceeded
for 24 h at 12 °C before harvesting the cells by centrifugation
(10,000g for 10 min at 4 °C).

The protein expression level was checked by Coomassie blue
stained 12% or 15% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE).

Protein purification

Harvested cells were resuspended in 20 mL of buffer A (20 mM
sodium phosphate pH 7.4, 500 mM NaCl and 30 mM imidazole)
and disrupted using an EmulsiFlex-C3 homogenizer (Avestin).
The lysate was clarified by centrifugation at 15,000g for 20 min
at 4 °C. The supernatant was filtered through a 0.45 pm pore-size
membrane filter and loaded onto a 5-mL Ni** affinity column
HisTrap HP (GE Healthcare Life Sciences) connected to an
AKTAprime chromatography system (GE Healthcare Life
Sciences). Both the column and system were previously equili-
brated with buffer A. In order to remove nonspecific binding pro-
teins, the column was washed with five column volumes of
buffer A. Subsequently, the recombinant protein (6xHis-Nahl)
was eluted with a linear imidazole gradient using a combination
of buffers A and B (20 mM sodium phosphate pH 7.4, 500 mM
NaCl and 500 mM imidazole). Fractions containing 6xHis-Nahl
were pooled and buffer-exchanged into buffer C (50 mM Tris-HCI
pH 7.4 and 50 mM NaCl) using the same AKTAprime system and
a HiPrep 26/10 desalting column (GE Healthcare Life Sciences).

The 6xHis-Nahl imidazole-free sample was then loaded onto a
HiLload 16/60 Superdex 200 (GE Healthcare Life Sciences)
size-exclusion chromatography column equilibrated with buffer
D (50 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 and 50 mM NaCl) for
a final purification step. Alternatively, samples were incubated
with recombinant histidine-tagged TEV protease (5% w/w) at 4 °C
for 16 h for 6xHis-tag removal. A second Ni?" affinity chromatog-
raphy step was then used to further separate untagged Nahl
(GH-Nahl) from contaminants - including histidine-tagged TEV
protease — prior to a final purification step.

Whenever required, tagged and untagged Nahl samples
obtained from SEC were concentrated by ultrafiltration using a
Vivaspin sample concentrator (10 kDa MWC, GE Healthcare Life
Sciences).

Protein purity was checked by Coomassie blue stained 12%
or 15% SDS-PAGE at all steps. The protein concentration at
each purification step was determined from its absorbance at
280nm using the appropriate extinction coefficient. The
6xHis-Nahl and GH-Nahl molar extinction coefficients (57,410
and 55,920 M~ ! cm™!, respectively) were estimated from their
amino acid composition by ProtParam tool [21] using the EXPASy
Server [22].

Circular dichroism spectroscopy

The secondary structure content of GH-Nahl in the presence or
absence of NAD" was assessed by circular dichroism (CD) spec-
troscopy using a JASCO ]-815 spectropolarimeter (Jasco
Corporation). Far UV CD spectra (190-260 nm) were recorded at
a protein concentration of 0.3 mg/mL in the temperature range of
20-95 °C, with a scan rate of 100 nm/min, a step size of 1.0 nm
and 5 accumulations per scan. The same 0.5 mm path length
quartz cuvette was used throughout the experiments. Spectra were
baseline-corrected by subtracting the spectra of buffer solution
(50 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 and 50 mM NaCl) from
all measurements. Samples were clarified by centrifugation
(13,000g for 10 min at 4°C) before assays. The content of
GH-Nahl secondary structure elements was calculated with the
program CDNN v.2.1 [23]. Assignments of the secondary structure
elements from 3D structures of a few proteins deposited in the
Protein Data Bank (PDB) [24] were obtained using the “STRIDE:
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Protein secondary structure assignment from atomic coordinates”
server [25].

Enzymatic assays and kinetics

2-Hydroxymuconate semialdehyde was generated enzymati-
cally using partially purified catechol-2,3-dioxygenase (C230)
[26,27], as follows. Catechol (200 mg, 1.8 mmol) was dissolved in
20 mM sodium phosphate buffer (30 mL, pH 7.5). To this mixture
was added a 100 pL aliquot of C230 (11.5 mg/mL). Pure oxygen
gas was bubbled directly into the reaction as it stirred in order to
enhance activity. Subsequently, aliquots (50 uL) of C230 were
added every 15 min (4x) and the pH adjusted to 7.3-7.6 with ali-
quots of 1 M NaOH. The reaction was complete when the pH no
longer required adjustment, indicating that the acid was no longer
being generated. As the reaction progressed, a yellow color
appeared, which turned to deep red, indicative of the formation
of 2-hydroxymuconate semialdehyde. The solution was acidified
to pH ~ 2 with 8.5% phosphoric acid and extracted with ethyl
acetate (3x 30 mL). The organic layers were pooled, dried over
anhydrous Na,SO,, filtered, and evaporated to dryness at room
temperature. The resulting solid was dissolved in ethyl acetate
and recrystallized. The compound is stable at room temperature
as a solid. A "H NMR spectrum in deuterated methanol indicates
that the cyclic acetal of 2-hydroxymuconate semialdehyde is
isolated. However, in aqueous buffer at pH 8.0, only the
ring-opened form of 2-hydroxymuconate semialdehyde is present.
The vyield of 2-hydroxymuconate semialdehyde was 48 mg
(0.3 mmol, 17%). Cyclic Acetal: 'H NMR (CD50D, 500 MHz) & 5.61
(1H, d, H6, J=3.9 Hz), 5.82 (1H, ddd, H5, J=1.1, 3.9, 9.5 Hz), 6.35
(1H, dd, H4, J = 6.1, 9.5 Hz), 6.54 (1H, dd, H3, J=1.1, 6.1 Hz) ppm;
13C NMR (CDs0D, 500 MHz) & 96.76 (C6), 109.16 (C3), 120.15,
123.39 (C4, C5), 141.66 (C2), 164.54 (C1) ppm. Ring-opened com-
pound 4 (in Fig. 1): § 5.65 (2H, m, H3 and H5), 7.52 (1H, t, H4,
J=13.37Hz), 8.65 (1H, d, H6, ] = 8.8 Hz) ppm.

2-Hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase (Nahl)
activity was monitored by following the rate of disappearance
of 2-hydroxymuconate semialdehyde at 375nm (Jmax=
22,966 M~! cm™!). The production of NADH at 340 nm could not
be observed due to substrate absorbance. The reaction mixture
consisted of 50 mM potassium phosphate buffer pH 8.5, 50 mM
NaCl, containing several concentrations of 2-hydroxymuconate
semialdehyde, 200 pM NAD®, and 0.003 mg/mL of enzyme. Both
substrate and cofactor were dissolved in 50 mM potassium
phosphate buffer pH 8.5 before adding to the reaction mixture.
The assay was initiated by addition of 2-40puL of
2-hydroxymuconate semialdehyde to a final reaction volume of
1.0mL. All the spectrophotometric assays were performed in
quartz cuvettes of 10 mm path length at 25°C, and data were
obtained using an Agilent 8453 diode-array spectrophotometer.
The Michaelis—-Menten Kkinetic parameters were fitted by
non-linear regression of the initial velocities (7) versus concentra-
tions of the substrate 2-hydroxymuconate semialdehyde using
GraFit program (Erathicus Software Ltd., Staines, U.K.).

The kinetic activity of Nahl with salicylaldehyde, another inter-
mediate in the naphthalene-degradation pathway, was also evalu-
ated under similar conditions. However, activity was monitored by
following the rate of formation of NADH at 340 nm.

Size-exclusion chromatography and dynamic light scattering analysis

A single 9 mL pool of GH-Nahl (at 2.3 mg/mL), obtained after
SEC, was used to prepare diluted and concentrated protein aliquots
(0.5, 1.5 and 6 mg/mL). Each aliquot was separated into two frac-
tions and NAD" was added to one of them to a final molar concen-
tration 10 times greater than that of protein, and incubated for an

hour. Each fraction was then used in dynamic light scattering (DLS)
and SEC experiments.

The DLS assays were performed at 25 °C on a Zetasizer Nano
Z5-90 (Malvern) instrument. Each sample was centrifuged at
13,000g for 10 min at 4 °C before the assay, in order to remove
impurities or insoluble particles. Each sample was measured from
10 to 100 times (depending on the protein concentration) for 10 s
in a 10 mm path length quartz cuvette. Data were collected and
analyzed using Malvern Zetasizer software v. 6.01, where the
“Protein Utility” routine was used to estimate particle mass based
on hydrodynamic radius (Rp).

The same samples used in the DLS assays were evaluated by
SEC. The samples were individually loaded onto a HiLoad 16/60
Superdex 200 column equilibrated with buffer D using a flow rate
of 1.0 mL/min. The chromatography profiles of GH-Nahl in the
presence or absence of NAD" were compared with those of the fol-
lowing standards: cytochrome C (12.4 kDa), albumin (66 kDa),
alcohol dehydrogenase (150 kDa) and B-amylase (200 kDa).

Small-angle X-ray scattering

Data reduction and overall parameters

Small-angle X-ray scattering (SAXS) curves for GH-Nahl sam-
ples in buffer D were recorded at the Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (Brazilian Synchrotron Light Laboratory, LNLS) at the
SAXS-1 beam line, equipped with a Dectris Pilatus 300 K detector
(84 mm x 107 mm). Samples were centrifuged (13,000g for
10 min at 4 °C) prior to data collection. The sample-to-detector dis-
tance was set to 1617.34 mm and the radiation wavelength used
was 1.55 A, with q ranging from 0.0069 to 0.2692 A~! (q = 4wsin0) 2,
where 20 is the scattering angle). Potential radiation damage was
monitored by collecting, for each sample, a series of consecutive
curves with increasing exposure times (from 5 to 60 s). Data inte-
gration, normalization to the intensity of the transmitted beam and
sample attenuation, and buffer scattering subtraction were carried
out with Fit2D [28]. Absolute calibration of scattering data was
performed using water as a secondary standard [29,30]. Data anal-
ysis and plotting were performed with ATSAS 2.5.1.1 [31] and
GNUPLOT (http://www.gnuplot.info) under Slackware Linux
(http://www.slackware.com). Values for the radius of gyration
(Rg) and the zero-angle scattering intensity (I(0)) were obtained
both from the Guinier approximation [32] I(q) = I(0)exp(—q°Rz?/3),
valid for gR; < 1.3, and by the indirect Fourier transform method
as implemented in the program GNOM [33]. The latter was used
to calculate the pair-distance distribution function, P(r), from the
scattering curve. The conformational state of the protein in solution
was evaluated by a Kratky plot (q%I(q) x q) obtained directly from
the scattering curve [34-36]. Estimates for the molecular mass of
the scattering particles in solution were obtained by a method
which is independent of protein concentration measurements,
based on the Porod invariant, [;° q?I(q)dq (integration area under
the Kratky plot) [37].

Protein structure prediction

CRYSOL [38] was used to fit the theoretical scattering curves
computed for structures available in the Protein Data Bank (PDB)
[24] to the experimental data measured for GH-Nahl. In each case,
the maximum distance observed in each structure was calculated
with the program NCONT [39]. Once the most probable tetrameric
arrangement of GH-Nahl was determined (as being analogous to
the PDB entry 4I1W), a three-dimensional model for GH-Nahl
monomer was predicted by threading using its amino acid
sequence, as implemented in the I-TASSER platform [40]. The
resulting monomer structure was then individually superposed
onto each one of the four chains composing the biological unit,
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resulting in the final GH-Nahl putative tetramer. The FoXS program
[41,42] was used to calculate the theoretical scattering curves from
the dimer (similar to chains A and B of PDB entry 411W) and tetra-
mer (similar to PDB entry 411W) models of Nahl and its Minimal
Ensemble calculation routine was used to estimate the percentage
of each oligomer in solution.

Ab initio shape recovery from SAXS curves

Forty dummy atom models for the GH-Nahl tetramer were gen-
erated with DAMMIF [43] in mode slow, enforcing particle symme-
try 222 (“P222” option in DAMMIF). Post-processing within the
entire set of models was carried out both with DAMAVER [44]
and DAMCLUST [31] for evaluation of model similarity and cluster-
ing of models, respectively. Superposition of models was done with
SUPCOMB [45]. Visualization and graphical analysis of
three-dimensional models were performed with RASMOL [46]
and PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.7.1.1, Schrédinger, LCC). Computational jobs were automated
with C shell scripts.

Results and discussion
Expression and purification

The recombinant form of 2-hydroxymuconate semialdehyde
dehydrogenase from P. putida G7 (6 xHis-Nahl) was first expressed
at 37 °Cfor 3 hin E. coli BL21 (DE3) cells. This first protein expres-
sion attempt resulted in an insoluble 6 x His-Nahl (data not shown).
To overcome this, E. coli BL21 ArcticExpress (DE3) was chosen as an
alternative bacterial strain for 6 xHis-Nahl expression at 12 °C for
24 h after induction with IPTG. These cells co-express the
cold-adapted chaperonins Cpn10 and Cpn60 from Oleispira antarc-
tica, which share 74% and 54% amino acid sequence identity to the
E. coli GroEL and GroES chaperonins, respectively. They confer
improved protein processing at lower temperatures (from 12 to
4 °C), potentially increasing the yield of active and soluble recom-
binant protein [47]. As observed in SDS-PAGE gels (Fig. 2), this
expression protocol resulted in a pronounced fraction of soluble
6xHis-Nahl, as shown by the large expression band around
55 kDa corresponding to the molecular mass of the 6xHis-Nahl
monomer (53,518 Da). Only a small portion of the recombinant
enzyme was found in the insoluble fraction (Fig. 2). Metal affinity
chromatography (MAC; Ni2*-affinity) followed by size-exclusion
chromatography (SEC) were used for protein purification which
allowed the recovery of approximately 30 mg of pure 6xHis-Nahl
per liter of cell culture. After His-tag removal with TEV protease,
the cleaved Nahl enzyme (GH-Nahl; 51,712 Da) contained two
extra amino acid residues (glycine and histidine) at its
N-terminus compared to the native Nahl. GH-Nahl remained sol-
uble with no signs of protein aggregation or precipitation.

Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism spectroscopy was used to evaluate the
proper folding of recombinant GH-Nahl and the structural effects
of temperature and NAD" binding. For this purpose, GH-Nahl
obtained after SEC purification, in the presence or absence of
NAD*, was independently evaluated at different temperatures
(from 20 to 95°C, in 5°C increments) in a spectropolarimeter.
The results are shown in Fig. 3.

The CD spectra of GH-Nahl at 20 °C, in the presence and absence
of NAD", are very similar to each other over the entire measured
wavelength range (Fig. 3A), with only a slight difference below
195 nm. This difference could be explained either by the higher
level of noise in both sample and buffer spectra at this region or
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Fig. 2. Coomassie blue-stained 15% SDS-PAGE analysis of 6 x His-Nahl expression in
E. coli ArcticExpress (DE3) and purification. Lane MW: protein molecular weight
marker; Lane 0 h: crude bacterial extract before IPTG induction; Lane 24 h: crude
bacterial extract after 24 h of induction with 1.0 mM IPTG; Lanes S and I: soluble
and insoluble fractions, respectively, after cell lysis. Lanes AC and SEC: purified
fractions of 6xHis-Nahl after Ni**-affinity and size-exclusion chromatography.
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Fig. 3. A. CD spectra of GH-Nahl at 20 °C and 95 °C, in the absence and presence of
NAD", in 50 mM sodium phosphate buffer pH 7.4 and 50 mM NaCl. The protein
concentration in both solutions is 0.3 mg/mL and the cell path lengths are 0.5 mm.
B. CD melting curves recorded at 222 nm for GH-Nahl and GH-NahI/NAD* between
20°C and 95 °C.

by a very small difference in the beta-sheet content between sam-
ples. The deconvolution of any of these two spectra using CDNN 2.0
software is insensitive to this small difference and both suggest
GH-Nahl is composed of 35% a-helices, 17% B-sheets and 46% other
secondary structure elements (17% B-turns and 29% random coils).
These results suggest that NAD* binding to GH-Nahl does not pro-
mote any significant conformational changes in the secondary
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structure of the enzyme. Moreover, they are in good agreement
with the secondary structure content of 2-aminomuconate
6-semialdehyde (2-AMS) dehydrogenase from Pseudomonas
fluorescens (PDB ID 411W) which shares 61% sequence identity
to GH-Nahl and shows 43% o-helices and 22% B-sheets, as
assigned by the STRIDE server [25]. Interestingly, Nahl shows a
similar fold to that of NahF (PDB ID 4]Z6) [48], a salicylaldehyde
dehydrogenase from P. putida G7 belonging to the same
naphthalene-degradation pathway. They share only 33% sequence
identity, but NahF is composed of 43% o-helices and 20% B-sheets.

As the temperature is increased up to 95 °C, CD spectra are
modified towards a partially unfolded protein profile resulting in
the loss of GH-Nahl a-helices content. Interestingly, the apo and
holo (NAD" bound) forms of the enzyme behave differently under
thermal denaturation. This difference is more evident from 40 °C
in the 195-210 nm range, with the greatest dissimilarities at
95 °C, as shown in Fig. 3A. This difference suggests that NAD*
binding to Nahl increases the stability of the complex due to the
maintenance of a few B-strands in the NAD" binding domain (most
probable a Rossmann fold domain) during thermal denaturation.
As B-strands have a positive contribution over the mean residue
ellipticity ([0]uwg) in the 195-210 nm range, the GH-Nahl/NAD*
CD curve is less negative than the curve observed when monitoring
the enzyme alone.

In addition, when monitoring the mean residue ellipticity at a
fixed 222 nm wavelength ([6222]mr) as a function of temperature
(Fig. 3B) it can be seen that GH-Nahl follows a two-step denatura-
tion process with the first transition temperature at 38.6 °C and a
second transition temperature at 73.9 °C. The GH-NahI/NAD" com-
plex also shows a two-step denaturation process but the binding of
NAD" to Nahl has a greater impact only over the second transition
temperature (76.7 °C). This behavior supports the idea that, in
these both situations, the co-factor binding domain is the less
susceptible to thermal denaturation.

Size-exclusion chromatography and dynamic light scattering analysis
Size-exclusion chromatography and dynamic light scattering

assays were conducted to indirectly evaluate the oligomeric state
of GH-Nahl in solution. SEC profiles obtained throughout this work
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using protein sample with and without NAD* showed a single
well-resolved peak corresponding to the enzyme elution volume
(Ve). More than three chromatographic runs were conducted per
sample (with and without NAD"). The elution volume in each run
did not remain the same, even when using the same sample.
GH-Nahl and GH-NahI/NAD* samples eluted between 76.7 and
79.3 mL, consistent with an apparent molecular mass of 184.3-
135 kDa (Fig. 4). These results suggest that NAD* binding does
not interfere with the biological assembly of Nahl, which might
be formed by three or four Nahl monomers.

The results obtained using dynamic light scattering also suggest
that GH-Nahl, either in the presence or absence of NAD", might
assemble as a trimer. GH-Nahl and GH-NahI/NAD" behave as a
particle with a hydrodynamic diameter (D;) of 9.8 and 9.9 nm in
solution, which for globular proteins might correspond to molecu-
lar masses of 139 and 142 kDa, respectively.

Even though these results suggest that GH-Nahl might assem-
ble as a trimer in solution, there is little evidence in the literature
that ALDHs monomers associate like this. The known ALDHs
assemble as dimers with interlaced domains, tetramers with two
copies of dimers, or as a trimer-of-dimers hexamers [49,50]. The
theoretical molecular mass of GH-Nahl monomer is 51.7 kDa,
while the expected molecular masses for the dimer and the tetra-
mer are 103.4 and 206.8 kDa, respectively. A similar situation was
reported by He and co-workers [51], where gel filtration results
suggested that 2-AMS dehydrogenase from Pseudomonas pseudoal-
caligenes might assemble as a trimer. However, the authors con-
cluded that “because a homotrimeric structure is uncommon,
more research is required to rigorously determine the native struc-
ture of the 2-AMS dehydrogenase” [51].

Therefore, as a final attempt to correctly identify the oligomeric
state of GH-Nahl and its overall shape in solution, a small-angle
X-ray scattering experiment was conducted.

Small-angle X-ray scattering

Recombinant Nahl is a tetramer in solution

To check for a possible dependence of the oligomeric state on
protein concentration, three samples of GH-Nahl were made up
at different protein concentrations (1.5, 5.8 and 11.3 mg/mL) and

B 241 B-amylase (200 kDa)

2,21 ADH (150 kDa)

N
1

Log MM (KDa)
=
o0

B GH-Nahl 135 kDa
1,4 - A GH-Nahl/NAD 162 kDa

® GH-Nahl and GH-Nahl/NAD 184 kDa

1,2 1
R2=09952 Cytochrome c (12.4 kDa) e
1 T ‘ T T T T T T 1
0,35 0,45 0,55 0,65 0,75

Kay[(Ve-Vo)/(Vc-Vo)]

Fig. 4. A. Size-exclusion chromatography curves for GH-Nahl in the absence (dashed line, V. = 79.3 mL/gray solid line, V. =76.7 mL) and presence of NAD" (dotted line,
Ve = 77.8 mL, black solid line/V. = 76.7 mL). B. Calibration curve generated using molecular weight standards.
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analyzed. The results showed mass estimates equal to 185, 190,
and 177 kDa, respectively. No evidence for higher order oligomers
at increasing protein concentration was found. Within the inherent
error of the technique [37], these results unequivocally indicate
that GH-Nahl is a tetramer in solution (predicted molecular
weight equal to 206.8 kDa). This result agrees with the
size-exclusion chromatography data (184 kDa) reported in section
“Size-exclusion chromatography and dynamic light scattering
analysis”.

In all cases, radiation damage was only visible for longer (and
cumulative) exposure times. Therefore, the first scattering curve
collected with 20 s exposure time, from the sample at 5.8 mg/mL,
shown in Fig. 5A, was kept for further analysis due to its higher
signal-to-noise ratio and reliability observed for mass determina-
tion procedure. The clear linear behavior of the Guinier plot (inset
of Fig. 5A) strongly suggests a monodisperse protein sample, allow-
ing a reliable estimate of the radius of gyration as R, = 38.2 A. This
value is in excellent agreement with that obtained with GNOM
[33], R;=37.4 A, during the calculation of the distance distribution
function, P(r), shown in Fig. 5B. This P(r) function suggests a
globular assembly in solution, with a maximum dimension equal
to 106 A. To complete this preliminary analysis, the Kratky plot
presented in Fig. 5C, with a clearly defined maximum and decay
at higher angles, typical for well-folded domains, indicates that
the protein has a compact structure in solution.

The most probable oligomeric assembly

To restore the molecular envelope of GH-Nahl from the scatter-
ing curve, it is important to know whether or not symmetry is pre-
sent in its oligomeric assembly in solution. Thus, possible
tetrameric arrangements were first investigated by using CRYSOL
[38]. Theoretical scattering curves for the 12 closest homologs,
whose structures were available in the PDB, were fitted to the
experimental SAXS data measured for GH-Nahl. Although these
structures were determined by X-ray crystallography, it is worth
noting that the content of the asymmetric unit (ASU) of the crystal
does not necessarily correspond to the oligomeric state of the pro-
tein in solution. In the case of GH-Nahl, however, it was not neces-
sary to generate crystallographic symmetry mates to take into
account other possible tetrameric arrangements because the tetra-
mer contained in the ASU of the closest homologs already exhib-
ited a good fit to the experimental data. In addition, the R,
calculated by CRYSOL and the maximum dimension obtained with
NCONT [39] for the closest homolog structures were in excellent
agreement with the corresponding experimental values for
GH-Nahl (data not shown). Further confirmation of the oligomeric
state and monodispersity of the sample was obtained from a calcu-
lation of the minimal ensemble of molecular models required to
best fit the experimental data (Fig. 5A). A minimal ensemble search
was performed using FoXS software [41,42] assuming the exis-
tence of a combination of dimers and tetramers of Nahl in solution.
The percentage of tetramers in solution was estimated to be 99%.
Altogether, this analysis indicated that GH-Nahl is present as a
tetramer in solution, assuming an arrangement compatible with
the tetramer corresponding to the ASU content of the PDB entry
411W (2-AMS dehydrogenase from P. fluorescens, with an amino
acid sequence identity of 61%).

The 3D model of the PDB entry 411W possesses a nearly perfect
222 symmetry, with three mutually almost-perpendicular, nearly
twofold, rotation axes. It is known that the solution resulting from
the shape determination of the SAXS curves is not unique, and, in
some cases, the reliability of this procedure may be increased by
the addition of information which includes particle symmetry
and/or anisometry. Reconstruction of the Nahl tetramer using
DAMMIF [43] was done without restricting the particle symmetry
(“P1” option), by imposing a twofold (“P2” option) axis or three
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Fig. 5. SAXS data and overall parameters. A. Experimental Small-Angle X-ray
Scattering curve (open circles) of GH-Nahl in solution, with the GNOM [33] fitting
(thicker line in gray) obtained during the computation of the pair-distance
distribution function, P(r). The Guinier region and the corresponding linear fitting
are shown in the inset. Theoretical SAXS curves for modeled Nahl dimer (thin line in
black) and tetramer (thicker line in black) were calculated with FoXS program
[41,42] and fitted to SAXS experimental data. B. Pair-distance distribution function
derived from the experimental curve. The bell-shaped profile, with a centered
maximum, is typical of a globular scattering particle in solution. C. Kratky plot
calculated from the experimental data; typical of compact proteins, with well-
folded domains. A few negative intensity points resulting from buffer subtraction in
the noisy region, at higher scattering angles, were deleted previously to FoXS
calculations and for figures composition. Plots were done with GNUPLOT (http://
www.gnuplot.info) and edited with GIMP (http://www.gimp.org) under Slackware
Linux (http://www.slackware.com).
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perpendicular twofold rotation axes (“P222” option). The latter
option significantly improved the stability and reproducibility of
the solution.

The similarity among the reconstructed models was initially
assessed by calculating the normalized spatial discrepancy (NSD)
parameter as performed by the program suite DAMAVER [44]
(once more, enforcing 222 symmetry). For an ideal superposition,
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a NSD value of 0 implies very similar objects while values greater
than 1 indicate that systematic differences occur [45]. In the pre-
sent case, a NSD = 0.92 + 0.07 indicated that the ensemble exhibits
acceptable internal agreement, but with a visible variability
emerging from different portions of the dummy atom (recon-
structed) models. This characteristic is a consequence of the
expected diversity resulting from the enforced particle symmetry.
Therefore, to evaluate more efficiently the variability and unique-
ness of the solutions, all models were clustered into groups by
using the NSD criteria within the program DAMCLUST [31]. The
total set of 40 dummy atom models could be optimally grouped
into 9 clusters. For the 7 non-isolated clusters obtained, the aver-
age NSD value calculated for each member cluster against the
respective representative model was 0.55 £ 0.09, thus indicating
the procedure resulted in clusters containing highly similar
models.

To interpret the resulting experimental low resolution models
derived from the SAXS curve and to gain further insight into the
biological problem under investigation, the 3D model in PDB entry
4]1W was used as a template to assemble a putative Nahl tetramer
based on monomer chains predicted by the I-TASSER server [40],
which was subsequently used as a guide to visually scrutinize
the dummy atom clusters. Even though virtually all clusters indi-
vidually resembled in some degree the expected Nahl tetramer, a
striking result was obtained for a single cluster, easily recognizable
by its well-marked 222 symmetry, which was exceptionally similar
to that exhibited by the putative Nahl model, as can be seen in
Fig. 6.

Enzymatic assays and kinetics

The kinetic constants for the recombinant GH-Nahl were esti-
mated using 2-hydroxymuconate semialdehyde as the variable
substrate and NAD" fixed at a presumed saturating concentration
of 0.2 mM. The 2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase
activity was measured at 25°C by monitoring the decrease in
absorbance at 375 nm corresponding to the decrease in the con-
centration of substrate. A plot of the initial velocities [2] of the
enzyme-catalyzed reaction versus the substrate concentrations
[2-hydroxymuconate semialdehyde] (Fig. 7A) shows that the
enzyme follows Michaelis-Menten kinetics. Analysis of the exper-
imental data gave Ky and k., values of 1.3+ 0.3 uM and 0.9s7 !,
respectively. The resulting ke,/Ky value of 0.66 x 105 M~'s7! is
marginally lower than that observed for XylG from P. putida mt-2
(keat/Km=1.6 x 105 M~ s71) [17].

Surprisingly, GH-Nahl does not show any activity (under the
experimental conditions) with salicylaldehyde whereas the corre-
sponding enzyme in P. putida mt-2 is able to oxidize aromatic alde-
hydes, although with lower specificity (0.8-30 x 10* M~ s~ 1) [17].

A comparison between Nahl (P. putida G7) and XylG (P. putida
mt-2) amino acid sequences and the use of the predicted Nahl
monomer structure obtained in this work provide one possible
explanation for this different type of behavior. These enzymes
exhibit primary structure identity of 87.6% over the entire polypep-
tide chain. They show a remarkable difference extending over 21
consecutive amino acid residues (between Ala-87 and Ala-109;
Nahl numbering). Nahl (P. putida G7) shows the following amino
acid sequence 87-AECLDTGKPKSLASHIDIPRGAA-109 and XylG (P.
putida mt-2) contains 87-ARMPGHRQAEVAGQPHRHSARRA-109,
without any similarities (Fig. 7 B). This region (Ala-87 to Ala-109)
in the modeled structure is located around the predicted catalytic
site (Fig. 7 D), suggesting a possible role in substrate specificities.
To date, there are no three-dimensional structures for Nahl or
XylG available in the PDB.

Harayama and Rekik [52] proposed that the meta-cleavage
pathway of the TOL plasmid pWWO0 from P. putida mt-2 is

Fig. 6. Superposition of the experimental envelope (shown as a surface) onto the
predicted Nahl tetramer, represented as a cartoon with monomer chains shown in
different colors. The middle and bottom views are rotated clockwise by 90° around
the x- and y-axes, respectively. The axes of the coordinate system of the page were
chosen to make evident the striking coincidence of the envelope symmetry, with the
nearly perfect 222 point-group symmetry of the tetramer. Drawings were prepared
with PyMOL and edited using GIMP (http://www.gimp.org) under Slackware Linux
(http://www.slackware.com). (For interpretation of the references to color in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 7. A. Kinetic activity of the recombinant GH-Nahl/NAD" complex with 2-
hydroxymuconate semialdehyde. A plot of the initial velocities [7] of the enzyme-
catalyzed reaction versus the concentration of 2-hydroxymuconate semialdehyde
shows that the enzyme follows Michaelis-Menten kinetics. B and C. Partial amino
acid and nucleotide sequence alignment between Nahl and XylG. A notable
difference extending over 21 consecutive amino acid residues (Ala-87 to Ala-109)
may be responsible for the different kinetic behavior observed for XylG (B). An
insertion and a deletion mutation flanking this different fragment might have
produced a reading frameshift (C). D. Predicted Nahl monomer showing that the
fragment (Ala-87 to Ala-109 colored in gray) stands in the vicinity of the predicted
catalytic site (black).

composed of hybrid genes evolved from a recombination product
of the ancestral homologs nah (NAH7 from P. putida G7) and dmp
(pVI150 from P. putida CF600) sequences. Since naturally occurring
TOL and NAH plasmids often contain multiple meta-cleavage path-
way operons whose nucleotide sequences are similar but not iden-
tical, in organisms containing these TOL and NAH plasmids, the
chance of recombination between non-identical meta-cleavage
pathway genes may be significant [52]. Thus, it is tempting to sug-
gest that this fragment might have been incorporated into the xylG
gene leading to a dramatic change in the specificity of this enzyme.
However, a comparison of nahl and xylG nucleotide sequences
revealed that an insertion and a deletion mutation flanking this

63 bp fragment might have produced a reading frameshift
(Fig. 7C). Therefore, it is possible that the xylG sequence has been
positively selected, since its product possesses some advantageous
catalytic properties.

Conclusions

In this work, we report the successful cloning, expression,
purification of 2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase
(Nahl) from P. putida G7. The enzyme was overexpressed in
E. coli Arctic Express (DE3) at 12°C as an N-terminal
hexa-histidine-tagged fusion protein, which was purified by affin-
ity and gel filtration chromatography. His-tag removal with recom-
binant TEV protease was successfully employed and an almost
native enzyme (GH-Nahl) was obtained. The recombinant enzyme
was structurally and kinetically characterized, and displays results
consistent with the native enzyme.

The GH-Nahl secondary structure content, as assessed by circu-
lar dichroism (CD) spectroscopy, was similar to 2-AMS dehydroge-
nase from P. fluorescens (PDB ID 411W), another ALDH which shares
61% sequence identity to the recombinant enzyme. Despite the fact
that NAD" binding to GH-Nahl did not cause significant conforma-
tional changes in the secondary structure of the enzyme, it seems
to increase the stability of the complex probably by maintaining a
few B-strands in the NAD" binding domain during thermal denat-
uration. In addition, GH-Nahl followed a two-step denaturation
process. The GH-NahI/NAD" complex had a higher second transi-
tion temperature, which reinforces the idea that the co-factor
binding domain is less susceptible to thermal denaturation.

Even though SEC and DLS results suggest that GH-Nahl might
assemble as a trimer, the low-resolution Nahl structure in solution
confirms that this enzyme has a tetrameric arrangement similar to
the 411W tetramer (i.e., 2-AMS dehydrogenase). The putative Nahl
tetramer is formed by two dimers of dimers that are oriented
anti-parallel to each other to form a compact structure. The two
dimers are easily identified and have the same structure topology
as the ALDHs members that have been previously characterized
experimentally.

The kinetic assay confirmed the preference of Nahl for
2-hydroxymuconate semialdehyde, with a k., /Ky value similar
to that of another dehydrogenase (XylG) from the same subfamily.
Surprisingly, Nahl showed no activity with salicylaldehyde, in con-
trast to XylG, which has activity with different aromatic substrates.
The reason for this difference might be associated with a specific
21-amino acid fragment, which is remarkably different for the
two enzymes and located near the predicted catalytic site.
Comparison of nahl and xylG nucleotide sequences revealed that
an insertion and a deletion mutation might have produced a read-
ing frameshift, leading to a dramatic change in the catalytic prop-
erties of a 2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase.
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