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RESUMO

GUIMARAES, S. L. Clonagem, expressdo e purificacdo das enzimas NahE e
NahK de Pseudomonas putida para determinacdo de suas estruturas
cristalogréaficas. Dissertacdo (Mestrado) - Departamento de Bioquimica e
Imunologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2011.

Devido ao uso do petrdleo e seus derivados, diversos tipos de poluentes sao
liberados no meio ambiente. Alguns deles séo classificados como Hidrocarbonetos
Aromaéticos Policiclicos (HAPs). A maioria dos HAPs, ou seus metabdlitos, séo
capazes de interagir com bases nitrogenadas causando lesfes no DNA,
potencializando mutacées e, consequentemente, o desenvolvimento de cancer.
Como resultado disso, houve nas ultimas décadas um aumento substancial na
atencdo dada as contaminacfes de solos e lencois freaticos por HAPs. InUmeros
microrganismos possuem a capacidade de utilizar essas moléculas téxicas como
fontes de carbono e energia. O uso de determinadas bactérias (ou de suas enzimas)
através de técnicas de biorremediacdo é uma estratégia em potencial para
eliminacdo dos HAPs do ambiente. O HAP mais comum e téxico € o naftaleno, e
gracas a capacidade da bactéria Pseudomonas putida em degrada-lo
completamente, ela tem sido o foco de inUmeras pesquisas. Neste trabalho foram
estudadas duas enzimas de P. putida envolvidas na degradacao de naftaleno: NahE
(uma hidratase-aldolase) e NahK (uma decarboxilase). O objetivo principal do
trabalho foi a amplificacdo e clonagem dos genes nahE e nahK, expressao e
purificacdo das respectivas enzimas para ensaios bioquimicos e estruturais. Os
genes foram clonados inicialmente no vetor de expressdo pET28a-TEV e expressos
em Escherichia coli. A proteina recombinante NahE foi detectada em fracdo
insoltvel e diversas estratégias foram utilizadas, sem sucesso, para obtencdo da
proteina expressa em fracdo solluvel. NahE soluvel foi obtida utilizando purificacédo
em condi¢des desnaturantes seguida por reenovelamento. Por outro lado, a proteina
recombinante NahK foi detectada em fracdo soltvel e purificada por cromatografias
de afinidade e de exclusdao molecular. As proteinas purificadas foram submetidas a
ensaios de Espalhamento Dindmico de Luz e Dicroismo Circular. Também foram
realizados ensaios de cristalizacdo com NahK visando o crescimento de cristais para
a elucidacao de sua estrutura tridimensional por Cristalografia de Raios-X.

Palavras chave: Pseudomonas, naftaleno, biorremediacéao.

Suporte Financeiro: CAPES & FAPEMIG.



ABSTRACT

GUIMARAES, S. L. Cloning, expression and purification of NahE and NahK
enzymes from Pseudomonas putida for determination of their crystallographic
structures. Dissertacdo (Mestrado) - Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2011.

Many pollutants are released to the environment due the use of petroleum and
its derivatives. Some of them are classified as Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
(PAHSs). Most of PAHSs, or their metabolites, can interact with nitrogenous bases or
cause lesions in DNA, potentiating mutations and consequently inducing the
development of cancer. As a result of this, in the last decades, the concerns about
contamination of soil and groundwater by PAHs have substantially increased.
Various microorganisms have the capacity to use these hazardous molecules as
carbon and energy source. The use of these microorganisms and/or their enzymes
for the elimination of PAHs to the environment is a potential strategy for
bioremediation. One of the most common and hazardous PAH is naphthalene, and
because of the bacteria Pseudomonas putida ability to completely degrade it, it has
been the focus of numerous studies. This work was focused in the study of two
enzymes from P. putida involved in naphthalene degradation: NahE (a hydratase-
aldolase) and NahK (a decarboxylase). The main objectives of this work were the
amplification and cloning of nahE and nahK genes, expression and purification of
NahE and NahK enzymes for biochemical and structural assays. The genes were
initially cloned into the expression vector pET28a-TEV and expressed in Escherichia
coli. The recombinant protein NahE was mainly detected in insoluble fraction and
different trials were performed to obtain the protein in the soluble fraction, without
success. Soluble NahE was obtained only when using denaturizing conditions of
purification followed by a refolding protocol. On the other hand, NahK was detected
in the soluble fraction and was purified by affinity and size-exclusion
chromatographies. The purified proteins were submitted to Dynamic Light Scattering
and Circular Dichroism experiments. Crystallization assays were also performed with
NahK aiming crystal growth for elucidation of its three-dimensional structure by X-
Ray Crystallography.

Key words: Pseudomonas, naphthalene, bioremediation.
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1.INTRODUCAO



1.1 Petréleo

Nos ultimos 200 anos houve um rapido crescimento da populacdo mundial,
resultando numa grande demanda por combustiveis e outros produtos utilizados

para melhorar e manter a qualidade de vida.

Atualmente o petréleo é o principal combustivel utilizado como fonte de energia
pelo homem. Além de servir como base para a fabricacdo do diesel, gasolina e
guerosene, que sao 0s principais combustiveis para veiculos automotores,
embarcacdes e aeronaves em todo o mundo, seu refino também resulta em vérios
outros materiais utilizados como base para fabricagdo dos mais variados produtos.
Sua composi¢do € uma combinacdo complexa e de proporc¢éo variavel de moléculas
organicas, composta na sua maioria de hidrocarbonetos alifaticos (também
chamados de alcanos ou parafinas), aliciclicos (cicloalcanos ou naftenos) e
aromaticos, podendo conter também quantidades pequenas de nitrogénio, oxigénio,
enxofre e ions metdlicos, principalmente niquel e vanadio [1, 2]. Esses
hidrocarbonetos constituem 93 a 97% da massa total do petrdleo e estdo
comumente presentes nas seguintes porcentagens: alcanos 40% - 70%,
cicloalcanos 20% - 50%, aroméaticos 5% - 20%. Entretanto, a proporcdo entre
alcanos, cicloalcanos e aromaticos pode variar consideravelmente entre diferentes
reservas de petrdleo e areas geograficas. Por exemplo, na reserva de petréleo de
Troll - Noruega, a porcentagem de alcanos chega a apenas 13,9%, enquanto que
cicloalcanos alcanca 75,2% e aroméaticos 10%. Ja na reserva de Norne, também
situada na Noruega, alcanos constituem 27,7%, cicloalcanos 34,8% e

hidrocarbonetos aromaticos chegam a 37,5% da massa total do petrdleo [3].

Devido a necessidade da exploracdo, producdo, armazenamento, transporte,
distribuicdo e destinacao final do petréleo e seus derivados, contaminacdes do meio
ambiente com hidrocarbonetos de petrleo tornaram-se frequentes, sendo
reconhecido como um problema mundial a partir da metade dos anos 80 [4]. As

areas contaminadas representam riscos a saude de varios seres Vvivos.



1.2 Hidrocarbonetos arométicos policiclicos

Os hidrocarbonetos de petrdleo abrangem um espectro muito grande de
substancias que podem ser agrupadas segundo seu grau de saturacédo, existéncias
de ligacbes duplas ou triplas, ou segundo sua estrutura (linear, ramificada ou
ciclica). Dentre os hidrocarbonetos totais do petroleo, se destaca uma familia de
compostos caracterizada por possuirem dois ou mais anéis aromaticos fundidos: os

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS) [5].

Os HAPs séo gerados naturalmente e liberados no meio ambiente através da
combustdo incompleta de matéria organica, como em queimadas e incéndios
florestais, além de atividades vulcanicas [6]. Apesar disso, sdo estimados que 90%
das emissdes desses compostos ocorrem por atividade antropogénica através de
gueima de madeira para producao de carvao vegetal, uso de incineradores e outros
processos de combustdo incompleta, e, principalmente, devido a extracao,

transporte, refino, armazenamento e utilizacédo do petréleo e seus derivados [5, 7].

Devido a possibilidade da fusdo de um numero variavel de anéis e das varias
posicdes em que estes podem ligar entre si, ha atualmente mais de 100 HAPs
reconhecidos pela IUPAC. Dentre estes, 32 foram listados pela EPA como o0s
principais HAPs poluentes, sendo que 16 (Figura 1) sdo alvos frequentes para
monitoramento e dosagem de amostras em funcdo de suas importancias fisico-

guimicas, toxicolégicas, industriais e ambientais [8].

HAPs sdo moléculas estaveis quimicamente, e, somando-se a essa
caracteristica a sua hidrofobicidade, tendem a ser fortemente adsorvidos na fase
sélida do solo persistindo no ambiente por muito tempo, 0 que aumenta a
possibilidade de exposicdo de humanos e outros seres vivos a esses compostos [8].
O tempo de permanéncia no ambiente depende de varios fatores, como a estrutura
quimica do HAP, concentracdo e a biodisponibilidade do contaminante.
Adicionalmente, fatores como tipo e estrutura de solo, pH, temperatura e presenca
de niveis adequados de oxigénio podem limitar a capacidade da biota microbiana

local em degradar essas moléculas [9, 10].
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Figura 1: Estrutura quimica dos 16 HAPs listados pela EPA como prioritarios para monitoramento no
meio ambiente.



Quando incorporados pela flora e fauna, HAPs atravessam facilmente a
membrana celular, ligando-se as moléculas proteicas e, devido ao seu carater
lipofilico, tornam-se parte da reserva lipidica, podendo ser transferidos sem
alteracdo de suas estruturas da presa para o predador e, eventualmente, ao homem.
De fato, muitos seres expdem-se a contaminacéo por hidrocarbonetos derivados do
petréleo por ingestdo de animais ou plantas que acumularam tais moléculas. Isto
traz sérias implicacdes para a pesca e a saude publica [11]. HAPs e seus derivados
também podem ser absorvidos pela pele ou por inalacdo, sendo rapidamente

distribuidos pelo organismo [5].

Por serem lipofilicos, os HAPs podem permanecer indefinidamente no
organismo enquanto associados ao tecido adiposo. Seu metabolismo, no entanto,
torna-os mais hidrossoluveis permitindo serem mais facilmente excretados. Apesar
disso, ao longo de seu metabolismo, essas moléculas podem ser convertidas a

metabolitos ainda mais toxicos e carcinogénicos.

O metabolismo dos HAPs no organismo envolve uma série de enzimas
presentes em todos os tecidos e que catalisam reacdes de oxidacdo, reducéo,
hidrolise e conjugacdo. Devido as diferencas estruturais dos diversos HAPs, vérias
vias podem ser utilizadas em sua biomodificagcdo, ocorrendo diferencas no

metabolismo e na carcinogenicidade de cada molécula.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar a ativacdo de HAPs. No
mecanismo por formacédo de diol-epoxido (Figura 2 A), monoxigenases dependentes
do citocromo P450 oxidam os HAPs formando compostos epoxidos que podem
espontaneamente produzirem fendis ou, por acdo das epodxido hidrolases,
produzirem dihidrodidis. Esses ultimos podem sofrer nova epoxidacdo levando a
formacdo de dihidrodidis epéxidos que sao capazes de reagir com as bases
nucleotidicas do DNA e, eventualmente, iniciar um processo mutagénico. No
mecanismo via formacgéo de quinona (Figura 2 B), a desidrogenacdo enzimatica dos
dihidrodiéis produzem quinonas capazes de reagirem diretamente com o DNA ou
capazes de reagirem com O, gerando espécies reativas de oxigénio, como radicais
hidroxilas ou &nions superoxidos que atacam o DNA. Estes mecanismos ndo Sao

excludentes, podendo ocorrer simultaneamente [5, 12-15].
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Figura 2: Mecanismos de ativagdo de HAPSs.

1.3 Biorremediacao

Processos de remediacédo fisicos e quimicos consistem na coleta do material
contaminado, seja agua ou solo, e remocédo dos poluentes por adsorcdo em carvao
ativado, oxidacdo por meio de aquecimento em temperaturas de até 500°C, ou

outros processos demorados e dispendiosos [11].

b

Devido a presenca natural de HAPs no ambiente, diversos microrganismos
adquiriram a capacidade de utilizar essas moléculas como fonte de carbono e
energia. Desde a década de 1950, diversas bactérias e fungos degradadores destes

compostos estao sendo identificados e isolados [16].

Dessa maneira, uma interessante estratégia para eliminacdo dos HAPs de
areas contaminadas é através da biorremediacdo. O termo engloba uma série de
tecnologias distintas para tratamento de solos e aguas contaminadas utilizando
consoércios microbianos nativos ou ndo para a degradacdo dos contaminantes,

liberando para o meio ambiente substancias inertes como CO; e H,O [17]. Esta



biotecnologia vem sendo utilizada ha varios anos em outros paises e, em certos
casos, apresenta menor custo e maior eficiéncia na remoc¢ao dos contaminantes do
que as técnicas fisicas e quimicas (como incineracdo e lavagem do solo), sendo
atualmente utilizada em escala comercial no tratamento de diversos residuos e na

remediacdo de areas contaminadas [10].

A degradacdo de HAPs por microrganismos € limitada por uma série de
fatores, sendo necessarios niveis adequados de nutrientes como nitrogénio e
fésforo, quantidade de agua no solo, pH, temperatura, entre outros [18]. Além disso,
geralmente ha poucos microrganismos da biota local que sdo capazes de degradar
completamente os poluentes, e a introdugdo de microrganismos al6ctones ou
organismos geneticamente modificados resisentes as condi¢cdes diversas do
ambiente e capazes de fazer uma degradacdo completa dos contaminantes pode
implicar em uma competicdo com a microbiota nativa gerando um desequilibrio no

ecossistema [19].

A degradacédo dos HAPs dentro dos microrganismos ocorre através de diversas
vias contendo séries de reacdes catalisadas por enzimas. Dessa maneira, uma
opcdo para a biorremediacdo € a utilizacdo das proprias enzimas ao invés dos
microrganismos nos sitios contaminados. Algumas vantagens dessa técnica sao
[20]:

e as enzimas sao especificas, catalisando reacdes bem definidas sem
gerar subprodutos indesejaveis;

e nao permanecem no ambiente apds o tratamento, pois sdo degradadas
por microrganismos nativos;

e através da tecnologia do DNA recombinante é possivel produzir enzimas

em grande escala com atividade e estabilidade aumentadas.
Entretanto, alguns fatores devem considerados [21]:

e durante o processo devem ser mantidas condicbes adequadas para
atividade das enzimas para que a degradacdo dos poluentes seja
eficiente;

e 0 custo para producdo e uso de todas as enzimas de uma via de

degradacdo pode ser elevado, portanto a selecdo e producdo de



enzimas especificas que catalisam passos determinantes devem ser
analisadas a fim de diminuir os custos;
e ter baixa dependéncia de cofatores ou coenzimas, como NAD(P)H, que

sao caros e podem levar a um custo proibitivo de uso em grande escala.

Algumas dessas implicagfes tém sido contornadas através da resolugédo da
estrutura tridimensional dessas proteinas. A partir do entendimento de sua estrutura-
funcao é possivel fazer uso de técnicas de engenharia de proteinas, como mutacdes
sitio-dirigidas, para aumentar a estabilidade e atividade enzimética aprimorando o
uso dessas enzimas nos processos de biorremediagéo [22].

1.4 Degradacéao de naftaleno em Pseudomonas sp.

O desenvolvimento de enzimas para biorremediacdo envolve etapas cruciais
como: selecionar e isolar microrganismos capazes de degradar os compostos de
interesse, identificar as proteinas responsaveis pelas vias de degradacao, isolar os
genes codificadores dessas enzimas, expressar e purificar as enzimas para estudos

estruturais, e, finalmente, aprimorar as propriedades enzimaticas em laboratério [21].

As bactérias estdo ativamente envolvidas na degradacdo de poluentes
organicos de areas contaminadas. Diversas espécies bacterianas sao conhecidas
pela capacidade de degradar HAPs, sendo que a maioria das que possuem uma

eficiente biodegradacéo foram isoladas de solos contaminados [23].

O naftaleno é o HAP mais simples, formando por dois anéis benzénicos
fundidos. Possui baixa solubilidade em agua (30 mg/L), sublima facilmente a
temperatura ambiente e tende a ser fortemente absorvido pelo solo. Apesar de sua
hidrofobicidade, dentre os HAPSs, o naftaleno é o que possui a maior solubilidade em
agua, sendo um dos primeiros compostos a atingir lencois fredticos em caso de
contaminacgéo do solo, e o primeiro de uma listagem de 16 HAPs a terem seus niveis
monitorados no ambiente [24]. Sua ingestédo ou inalagdo pelo homem pode provocar

diversos efeitos, dentre eles: anemia hemolitica, catarata, aumento do baco, danos



aos rins e ao cérebro, além de formacdo de estresse oxidativo nas células,

aumentando as chances de mutagdes no DNA e desenvolvimento de cancer [25].

A degradacgédo de naftaleno por Pseudomonas putida G7 tem sido bastante
estudada devido a presenca de um plasmideo de 83 kb chamado NAH7 que codifica
enzimas capazes de degradar completamente esse contaminante [26]. Os genes do
plasmideo NAH7 envolvidos na via de degradacdo de HAPs estdo organizados em
trés operons. O primeiro codifica as enzimas da via superior que S80 responsaveis
pela degradacdo de naftaleno a salicilato. O segundo codifica enzimas da via
inferior, que converte salicilato a intermediarios do ciclo do &cido citrico. O terceiro
operon codifica uma proteina regulatéria denominada NahR, que age como
regulador positivo dos outros dois operons, utilizando salicilato como indutor [27]. As
enzimas, substratos e produtos da via superior e inferior de degradacéo do naftaleno

estdo representados na Figura 3.

A sequéncia nucleotidica completa e identificacdo dos genes contidos no
plasmideo NAH7 de P. putida G7 estd depositada no banco de dados de
nucleotideos do National Center for Biotechnology Information (NCBI) [26].
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Figura 3: Vias superior e inferior de degradacéo do naftaleno em P. putida G7.

A - via superior; B - via inferior; NahAaAbAcAd - complexo enzimatico da naftaleno dioxigenase;
NahB - cis-dihidrodiol naftaleno desidrogenase; NahC - 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenase; NahD - 2-
hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilato isomerase; NahE - hidroxibenzilidenopiruvato hidratase-aldolase;
NahF - salicilaldeido desidrogenase; NahG - salicilato hidroxilase; NahH - catecol 2,3-dioxigenase;
Nahl - aminomuconato-semialdeido desidrogenase; NahJ - 4-oxalocrotonato tautomerase; NahK - 4-
oxalocrotonato decarboxilase; NahL - 2-oxopent-4-enoato hidratase; NahM - 2-oxo-4-
hidroxipentanoato aldolase; (1) naftaleno; (2) cis-1,2-dihidronaftaleno-1,2-diol; (3) 1,2-
dihidroxinaftaleno; (4) acido  2-hidroxi-2H-cromeno-2-carboxilico;  (5) acido  trans-o-
hidroxibenzilidenopiruvato; (6) salicilaldeido; (7) acido salicilico; (8) catecol; (9) 2-hidroximuconato
semialdeido; (10) 2-hidroximuconato; (11) 4-oxalocrotonato; (12) 2-oxopent-4-enoato; (13) 4-hidroxi-2-
oxopentanoato; (14) acetaldeido; (15) piruvato.
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1.5 Caracterizacdo estrutural das proteinas envolvidas na degradacéao de

naftaleno

O método experimental mais comum para obter um modelo detalhado de uma
macromolécula, sendo permitido identificar a posicdo de &atomos individuais, é
através da interpretacdo do padrdo de Difracdo de Raios-X vindo de muitas

moléculas idénticas em um arranjo ordenado, como um cristal [28].

Determinar a estrutura tridimensional de uma proteina por difracdo de raios-X
implica em obter cristais de alta qualidade de proteina purificada, medir direcdes e
intensidades de feixes de raios-X difratados pelo cristal. Posteriormente, utilizando
programas computacionais, simular por meio de imagens a distribuicdo das nuvens
eletrbnicas da macromolécula de forma que a posicédo e densidade dos atomos no

modelo sejam consistentes com os dados obtidos da difragdo [28].

Em certas circunstancias, muitos compostos moleculares, incluindo proteinas,
podem solidificar na forma de cristais, que consiste num arranjo tridimensional
ordenado onde as moléculas adotam orientacfes idénticas e repetitivas ao longo de
todo o cristal. Os cristais crescem através de lenta e controlada precipitagdo a partir
de uma solucédo aquosa em condi¢des que ndo desnature a proteina. Para coletar os
dados de difracado, o cristal € posicionado entre uma fonte e um detector de raios-X.
Ao atravessar o cristal, os raios-X sao difratados e emergem como se fossem ondas
refletidas por centenas de planos cristalinos imaginarios, aparecendo como pontos
espalhados na imagem capturada pelo detector. Cada onda possui uma amplitude e
fase, porém, durante o processo de difracdo, somente as informacdes de
intensidade e direcdo de cada onda séo coletados. A informacado da fase € perdida.
Porém, para resolver a estrutura da proteina é necessaria essa informacdo. Um dos
métodos utilizado para contornar esse problema é a Substituicdo Molecular, que
consiste em utilizar as fases de uma proteina conhecida como estimativa inicial para
as fases da molécula em estudo. A proteina conhecida é referida como modelo de

fases e deve apresentar certa identidade com a proteina estudada [28].

O Banco de Dados de Proteinas (PDB - Protein Data Bank) é um portal de
informacédo de estruturas macromoleculares biolégicas, no qual sdo depositadas

estruturas tridimensionais resolvidas de proteinas e acidos nucléicos [29]. De um
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total de 70.813 estruturas depositadas até o dia 25 de janeiro de 2011,
aproximadamente 87% foram resolvidas por Difracdo de Raios-X e 89% destas
proteinas foram obtidas na forma recombinante utilizando Escherichia coli como
organismo produtor. Nesse portal, utilizando a ferramenta Sequence Search, é
possivel localizar, para uma proteina alvo com sequéncia de aminoacidos
conhecida, proteinas com estrutura tridimensional ja resolvida e que possuem certa

identidade com a proteina alvo.

Uma analise das sequéncias de aminoacidos das enzimas da via superior e
inferior de degradacdo do naftaleno de P. putida G7 (Tabela 1) indicou que as
subunidades Ab, Ac e Ad do complexo enziméatico NahAaAbAcAd, bem como as
enzimas NahC, NahD, NahH e NahJ apresentam proteinas ja depositadas no PDB
com mais de 85% de identidade. De fato, essas proteinas ja caracterizadas
estruturalmente possuem a mesma funcdo que as proteinas de P. putida G7.
Portanto, essas enzimas ndo seriam, inicialmente, candidatas a determinacao de
suas estruturas tridimensionais. Na Tabela 2 é possivel observar alguns detalhes
referentes ao organismo de origem e organismo no qual essas respectivas enzimas
foram expressas para obtencdo de amostra para determinacdo de suas estruturas.
Todas as enzimas citadas na Tabela 2 tiveram suas estruturas determinadas por
cristalografia de raios-X.
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Tabela 1: Andlise de identidade das proteinas da via superior e inferior de degradacédo do naftaleno
de P. putida G7 e de proteinas com estrutura tridimensional ja elucidada depositada no PDB.

Enzima Cdédigo PDB Identidade Enzima Cdodigo PDB Identidade
NahAa 1KRH 30% NahF 109J 36%
NahAb 20QPz 94% NahG 2RGJ 26%
NahAc 1EG9 97% NahH IMPY 85%
NahAd 1EG9 95% Nahl 2WME 39%
NahB 1BDB 36% NahJ 10TF 85%
NahC 2EHZ 97% NahK 2EB4 41%
NahD 2IMD 87% NahL 1SV6 39%
NahE 3PUD 30% NahM INVM 55%

Tabela 2: InformagBes sobre organismo de origem e organismo de expressdo das proteinas com
estruturas ja resolvidas e de mesma funcédo das proteinas de P. putida G7.

Enzima PDB Organismo de origem Expresséo Referéncia
NahAb 2QPZ Pseudomonas putida Escherichia coli [30]
NahAc ) o _
1EG9 Pseudomonas putida Escherichia coli [31]

NahAd

NahC 2EHZ Pseudomonas sp. C18 FEEUIDIES PUIEE a ser

' Kt2442 publicado

NahD 2IMD Pseudomonas putida Escherichia coli [32]
NahH IMPY Pseudomonas putida MT-2 Escherichia coli W3110 [33]

NahJ 10TF Pseudomonas sp. CF600 Escherichia coli [34]

Por outro lado, as proteinas NahB, NahE, NahF, NahG, Nahl, NahK e NahL

apresentam macromoléculas com estruturas resolvidas com baixa identidade, cerca

de 26 a 41%. Logo, a resolucdo de suas estruturas tridimensionais seria mais

interessante por apresentar um maior potencial para a descoberta de novos

conhecimentos; principalmente para aqueles envolvidos na relacdo estrutura-funcéo

destas enzimas.
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Outras técnicas também sao utilizadas para caracterizar a estrutura de

proteinas, como Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Dicroismo Circular (CD).

O espalhamento de ondas eletromagnéticas pela matéria, incluindo
bioparticulas, tem sido usado por décadas como fonte de informacéo da estrutura e
dindmica de moléculas em solugédo. As técnicas de espalhamento de luz utilizam
ondas eletromagnéticas entre os comprimentos de onda de 400 a 800 nm, sendo
amplamente utilizadas para estudo da massa, forma e estado de agregacdo e

oligomerizacdo de proteinas em solu¢des aquosas [35].

O experimento de DLS mede as flutuacdes da intensidade da luz espalhada
por particulas em movimento browniano em solugdo. A intensidade de
movimentacao das particulas € inversamente proporcional ao tamanho das mesmas.
Logo, uma molécula proteica monomérica e pequena move-se mais rapidamente do
que um dimero ou uma molécula maior. Além disso, proteinas de mesmo peso
molecular, mas de diferentes formas sao caracterizadas por diferentes coeficientes
de difusdo. Os coeficientes de difusdo das particulas sdo obtidos a partir das
analises das flutuacfes instantaneas da luz espalhada pelas particulas. O raio
hidrodindmico das particulas € obtido a partir da equacdo de Stokes-Einstein, na
qual se utiliza o coeficiente de difusédo da particula [35, 36].

O DLS é uma técnica bastante util para se avaliar o potencial de cristalizacdo
de proteinas. As interacfes proteina-proteina estimadas por essa técnica servem
para predizer condi¢des favoraveis de cristalizacdo, assim como para a solubilidade
da proteina. Amostras monodispersas sao mais facilmente cristalizadas do que
amostras polidispersas [37]. O estado monodisperso é aquele em que a solucao
apresenta apenas a proteina em seu estado monomérico ou oligomérico natural. Ja
no estado polidisperso, a solucao é formada pela proteina em seu estado natural em

baixa concentracdo e grande quantidade de agregados proteicos [35].

O Dicroismo Circular é outro excelente método para o estudo de proteinas.
Por meio dessa técnica € possivel avaliar a estrutura secundaria, o enovelamento e
as propriedades de ligacdo de proteinas com substratos ou cofatores. Quando as
proteinas interagem com luz circularmente polarizada a direita e a esquerda, elas
absorvem diferentemente cada uma dessas ondas, sendo o espectro de CD definido

pela diferenca dessa absorcéo [38, 39].
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Um feixe de luz possui um campo elétrico e magnético que oscilam
perpendicularmente um ao outro e a direcdo de propagacdo. Quando a luz é
polarizada seu campo elétrico oscila sinuosamente num Unico plano alterando sua
amplitude ao longo do eixo de propagacdo. Luz polarizada circularmente ocorre
quando o vetor do campo elétrico rotaciona ao longo do eixo de propagacdo da
onda, mantendo uma amplitude constante. Utilizando filtros € possivel separar a
onda que circula no sentido horario da que circula no sentido inverso. Quando estas
ondas atravessam um meio contendo moléculas quirais, como as proteinas, havera
uma diferenca na absorcdo de uma e outra. Essa diferenca é bem pequena, mas
possivel de ser medida com instrumentacdo moderna [38]. Os resultados sao
fornecidos em termos de elipcidade expressa em milidegres. Para proteinas, é mais
adequado expressar essa diferenca em termos de elipcidade molar em
mdeg.cm®.dmol™, que considera a massa molecular da proteina, seu nimero de

residuos e a concentracao proteica utilizada ao realizar o experimento [40].

Os espectros do CD de proteinas sdo geralmente divididos em trés faixas de
comprimentos de onda, baseados na energia das transi¢cdes eletrbnicas que
dominam cada faixa. Essas sao: UV distante (abaixo de 250 nm), onde as
contribuicdes dos peptideos predominam; UV préximo (250 a 300 nm), onde as
contribuicdes das cadeias laterais dos residuos aromaticos predominam; e de UV a
luz visivel (300 a 700 nm), onde as contribuicdes dos croméforos extrinsecos

predominam [40].

O CD na regido do UV distante reflete o conteido de estrutura secundéria da
proteina, uma vez que é dominado pelas contribuicdes dos croméforos amidas dos
residuos de aminoacidos, os quais determinam a conformacdo da cadeia. Ja as
analises do CD na regido de UV proximo fornecem informacdes sobre as interacfes
terciarias, uma vez que, nessa faixa de comprimento de onda, predominam as
contribuicdes dos residuos aromaticos e pontes dissulfeto. Na regido do UV a luz
visivel é possivel obter informagBes sobre cromoéforos extrinsecos como grupos

prostéticos, ions metalicos, inibidores e substratos [40].

Os polipeptideos formam diferentes estruturas secundarias, baseados no
arranjo dos grupos amidas. As principais estruturas secundarias presentes nas
proteinas sdo as hélices-a e as fitas-f. As hélices-a sdo estabilizadas por interagdes

de hidrogénio de residuos subsequentes da proteina. As fitas-p ao interagirem umas
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com as outras formam as folhas- que também s&o estabilizadas por interacdes de
hidrogénio, porém essas se dao entre dtomos das diferentes fitas, podendo ser da
mesma proteina ou de diferentes subunidades. Essas estruturas sédo caracterizadas
por um conjunto de angulos @ e y. O angulo da ligacdo N - C de um aminoacido &
denominado ¢, e o angulo da ligagdo C - C de um aminoéacido é y. Para as hélices-
a o0 angulo @ comum é -57° e 0 y é -47°. Para as folhas-8, o angulo @ comum ¢ -
120° e 0 y € +120° [40]. Esses dois tipos de estruturas secundarias tém espectros
de CD caracteristicos. O espectro de CD para as hélices- a é caracterizado por duas
bandas negativas a 222 e 208 nm e uma banda positiva a 193 nm. Para as folhas-f3,
0 espectro é caracterizado por uma banda negativa a 218 nm e uma positiva a 195
nm, enquanto que para estruturas randémicas e desordenadas, € caracteristica uma

banda pouco positiva a 210 nm e uma banda negativa em 195 nm [39].

1.6 Enzima NahE de P. putida G7

A proteina NahE nativa de P. putida G7, de acordo com analise feita pelo
programa ProtParam [41], hospedado no servidor protebmico EXPASy (Expert
Protein Analysis System) [42] possui 331 residuos de aminoacidos, peso molecular
de 36.636,9 Da e pl tedrico de 5,48.

No banco de dados de enzimas BRENDA [43] a enzima € classificada com
namero EC (Enzyme Commission) 4.1.2.45 e a reacdo catalisada pela mesma esta

representada na Figura 4.

H-O piruvato
OH NahE OH
| — O:/
0}
A OH
@)
acido trans-o-hidroxibenzilidenopiruvato salicilaldeido

Figura 4: Reacéo catalisada pela enzima trans-o-hidroxibenzilidenopiruvato hidratase-aldolase.
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A avaliacdo da atividade enzimatica de NahE pode ser feita a partir da analise
em espectrofotdmetro observando a diminuigéo da absorbéancia do substrato trans-o-
hidroxibelzilidenopiruvato nos comprimentos de onda de 296 e 340 nm, e 0 aumento
da absorbancia do produto salicilaldeido a 255 nm [44]. Como a reacao é reversivel,
pode-se também avaliar sua atividade através da juncdo de salicilaldeido e piruvato
(disponiveis comercialmente), gerando o produto trans-o-hidroxibelzilidenopiruvato

(indisponivel comercialmente).

Através do banco de dados Pfam 24.0 (Protein Families Database) [45] foi
possivel identificar que NahE pertence ao grupo das Dihidrodipicolinato sintetases,
que estd dentro da superfamilia TIM-fosfatase. Essa superfamilia possui proteinas

de enovelamento caracteristico em ap-Barril bastante conservado [46].

Na Figura 5 é possivel observar um enovelamento caracteristico em ap-Barril.
Este modelo, representado em cartoon stereo para evidenciar as estruturas
secundéarias, corresponde a estrutura tridimensional da proteina Dihidrodipicolinato
sintase de Acinetobacter baumannii com codigo PDB 3PUD (Jithesh, O.; sem

publicacdo) e que compartilha com a enzima NahE 30% de identidade.

Figura 5: Representacdo em cartoon stereo da estrutura tridimensional da proteina
Dihidrodipicolinato sintase.
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Apesar de essa proteina ser a mais semelhante, ja resolvida estruturalmente,
com NahE, uma andlise do alinhamento de suas sequencias de residuos de
aminoacidos realizado pela ferramenta BLAST [47], mostra que essa semelhanca
cobre apenas 50% da sequencia total dessas proteinas, sendo que a sequencia
compreendida entre os residuos 16 a 183 de NahE (169 de 331 residuos) e os
residuos 2 a 161 de Dihidrodipicolinato sintase (160 de 291 residuos) possui 30% de
identidade. Nado ha semelhancas significativas de sequencia com outras proteinas

de estrutura tridimensional conhecida para os residuos 1 a 16 e 184 a 331 de NahE.

Além das caracteristicas da enzima NahE citadas acima, outros parametros da
mesma podem ser obtidos por programas de bioinformatica. O servidor TMHMM
Server v2.0 [48], que avalia a estrutura primaria de uma proteina e prediz a presenca
de hélices transmembrana, indica que NahE aparentemente ndo possui este tipo de
motivo estrutural. Ja o programa XtalPred Server [49], que faz a predicdo da
‘cristabilidade’ de uma proteina - ranqueando-as de 1 (cristalizacdo 6tima) a 5
(cristalizacdo muito dificil), sugere que NahE pertence a classe 2, com boas chances
de cristalizacdo. Além disso, o programa Regional Order Neural Network (RONN)
[50], que prediz regibes desordenadas na proteina - as quais dificultam o processo
de cristalizacdo - indica que NahE pode possuir algumas regides de desordem
estrutural entre os residuos 1 a 5, 10 a 41, 298 e 299, 301 a 303.

1.7 Enzima NahK de P. putida G7

De acordo com o programa ProtParam, a proteina NahK nativa de P. putida G7
possui 264 residuos de aminoacidos, peso molecular de 28.435,6 Da e pl tedrico de
5,18. No banco de dados de enzimas BRENDA a enzima é classificada com nimero
EC 4.1.1.77 e a reacdo catalisada pela mesma esta representada na Figura 6.
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CO2
0 OH NahK H>C N OH
< -
7 ° @) OH
O OH
4-oxalocrotonato 2-oxopent-4-enoato

Figura 6: Reacdo catalisada pela enzima 4-oxalocrotonato decarboxilase.

Em 1984 foram realizados alguns estudos com genes de P. putida mt-2. O
operon do plasmideo TOL pWWO dessa cepa foi clonado em E. coli K-12 e
verificou-se a expressdo e atividade de oito enzimas da via de degradacdo do
catecol (correspondentes a via inferior de degradacdo do naftaleno), dentre elas,
NahK [51]. Mais tarde, em 1989, as enzimas NahK e NahL foram copurificadas do
extrato de P. putida utilizando troca anidnica, cromatografia de interacdo hidrofébica
e cromatografia de exclusdo molecular, sendo verificada a possivel formacéo de um
complexo dessas duas proteinas in vivo [52]. No mesmo trabalho, NahK foi expressa
em E. coli K-12 na auséncia de NahL, purificada por troca anidnica e por
cromatografia de interacdo hidrofébica. ApGs esse Ultimo passo de purificacéo,

ocorria perda da atividade de NahK.

Em 2000, a fim de avaliar detalhes da atividade de NahK, os genes nahK e
nahL foram clonados a partir do plasmideo TOL pWWO de P. putida mt-2 e as
proteinas coexpressas em E. coli BL21(DE3). Mutac¢fes sitio dirigidas em NahL
baseadas em alinhamentos de proteinas homodlogas resultaram na inativacdo da
atividade dessa proteina, enquanto que NahK manteve sua atividade [53]. Em 2004
0 mesmo grupo, utilizando alinhamentos de sequéncias homologas a NahK,
identificaram inimeros residuos conservados e provavelmente importantes para sua
atividade enzimatica. Alguns mutantes de NahK foram construidos e verificou-se a
perda da atividade dessa enzima ao substituir alguns residuos de glutamato para
glutamina [54]. Desde entdo esse grupo anseia pela resolucdo das estruturas de

NahK e NahL para melhor entender seus mecanismos de agéo enzimatica.
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Segundo o banco de dados Pfam, NahK pertence a familia das
Fumarilacetoacetato hidrolases. Os programas TMHMM, XtalPred e RONN,
juntamente com a sequencia de NahK, sugerem a inexisténcia de hélices
transmembrana, 6timo potencial de cristalizacdo (classe 1) e a predicdo de uma

Unica e pequena regido de desordem compreendida entre os residuos 55 a 64.

Utilizando a sequencia de residuos de aminoacidos de NahK e a ferramenta de
alinhamento BLAST juntamente com o banco de dados PDB, foi possivel identificar
que a proteina HpcG de Escherichia coli, ja resolvida estruturalmente e com cédigo
PDB 2EB4 [55], possui 41% de identidade com NahK. A similaridade dessas
proteinas cobre 95% de suas sequencias, compreendida entre os residuos 13 a 264
de NahK (252 de 264 residuos) e os residuos 10 a 267 de HpcG (258 residuos de
267).

Na Figura 7 é possivel observar a estrutura tridimensional de HpcG
representada em cartoon stereo para evidenciar suas estruturas secundarias.
Devido a grande similaridade entre as sequéncias de NahK e HpcG, é provavel que
ambas possuam enovelamento semelhante e que a estrutura de HpcG possa ser
utilizada como modelo de fases na Substituicio Molecular para a resolucdo da
estrutura tridimensional de NahK.

Figura 7: Representacdo em cartoon stereo da estrutura tridimensional da proteina HpcG.
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2. JUSTIFICATIVA
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Em vista da grande utilizacdo do petréleo e seus derivados, dos quais a atual
sociedade € tdo dependente, tém ocorrido inGmeros casos de contaminagfes de
solo e agua por HAPs. Devido as suas caracteristicas e a possibilidade de
ocasionarem problemas a saude de humanos e animais, deve ser buscada uma
rapida eliminagdo de ambientes contaminados. A biorremediagcdo é uma alternativa
para a descontaminagdo de ambientes com HAPs, na qual os microrganismos
degradadores irdo transforma-los em substancias inertes. Em vista de a maioria dos
microrganismos do solo ndo possuirem a capacidade de degradar estes compostos,

h& necessidade de se isolar e selecionar os microrganismos degradadores.

O naftaleno é um dos HAPs mais toxicos e esta presente em contaminacdes
por derrames de gasolina, diesel, entre outros produtos derivados do petréleo.
Considerando-se as atuais descobertas dos genes de enzimas degradadoras de
naftaleno e os problemas gerados por esse composto, torna-se essencial o estudo
aprofundado das enzimas que participam de sua degradacéo.

A determinacdo das estruturas tridimensionais dessas enzimas é importante,
pois, com isso, € possivel caracterizar a relacdo estrutura-funcdo das mesmas.
Assim, podem ser propostas modificacdes nas sequéncias de aminoacidos das
proteinas que promovam aumento da sua estabilidade e atividade catalitica, para
que, futuramente, essas macromoléculas possam ser utilizadas como

biorremediadoras em condicGes adversas de pH e temperatura.

Algumas enzimas constituintes da via superior e inferior de degradacdo do
naftaleno apresentam proteinas com alta identidade cujas estruturas tridimensionais
ja foram elucidadas, por exemplo, algumas proteinas do complexo NahAaAbAcAd,

NahC, e NahD, restando outras enzimas para terem suas estruturas resolvidas.

Desta maneira, propde-se neste trabalho o estudo das enzimas NahE e NahK
de P. putida G7 integrantes da via de degradacdo de naftaleno, um composto
tomado como modelo na degradacdo de HAPs e um dos mais comumente

encontrados no meio ambiente.
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3.OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Clonar e expressar os genes nahE e nahK e purificar as enzimas
hidroxibenzilidenopiruvato  hidratase-aldolase @ (NahE) e  4-oxalocrotonato
decarboxilase (NahK) de P. putida G7 a fim de caracterizar a estrutura secundaria e

terciaria de suas formas recombinantes.

3.2 Objetivos especificos

e Amplificar e clonar os genes nahE e nahK a partir do plasmideo NAH7 de P.
putida G7,

e Otimizar a expressdo em E. coli para obtencdo das enzimas recombinantes
em fracdo soluvel,

eExpressar e purificar NahE e NahK em quantidades suficientes para
realizacdo dos ensaios bioquimicos e estruturais;

e Determinar o estado de oligomerizacdo das enzimas em solucédo através de
Espalhamento Dinamico de Luz;

e Caracterizar a estrutura secundaria das proteinas através de Dicroismo
Circular;

eRealizar ensaios de cristalizacdo das proteinas visando determinar suas

estruturas cristalograficas por Difracdo de Raios-X.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Cultivo de P. putida G7

A bactéria P. putida G7, cedida pelo Dr. Masataka Tsuda do Departamento de
Ciéncias da Vida Ambiental da Faculdade de Ciéncias da Vida da Universidade de
Tohoku, Japao, foi cultivada em meio mineral M9 com 1% m/v de naftaleno. O meio
mineral M9 contém por litro: 6 g de Na;HPO4; 3 g de KH,PO,; 0,5 g de NaCl; 10 mL
de MgS0O,.7H,0 0,1 M; e 10 mL de CaCl, 1M. Foi feita uma solu¢do estoque de

naftaleno diluido em DMF na concentracdo de 300 mg/mL.

O preinoculo de 50 pL do estoque de bactéria foi feito em 10 mL de meio M9
contendo 166,5 pL da solugcdo de naftaleno dissolvido em DMF. A cultura foi
incubada a 28°C por 48 a 72 h sob agitacdo de 150 rpm. Apds o turvamento do
meio, foi realizado o inéculo de 1 mL da cultura em 19 mL de meio LB liquido sem

antibiotico e incubado a 28°C por 48 h sob agitacao de 150 rpm.

4.2 Extracao do plasmideo NAH7

Como o plasmideo NAH7 é muito grande (82.832 pb) [56], ndo é possivel
extrai-lo utilizando protocolo padrdo de extracdo DNA plasmidial. Dessa forma a
extracdo do plasmideo NAH7 foi realizada de acordo com o protocolo de extracdo de
DNA genbmico de bactérias [57], com algumas modificacdes, como descrito a

sequir.

ApOs o cultivo do in6culo, 1 mL de cultura foi transferido para um microtubo e
centrifugado a 15.000 G por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 1 mL de tampédo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM) e, em
seguida, centrifugado novamente a 15.000 G por 2 min. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se ao precipitado 230 pL de TE, 15 pL de SDS 10% e
homogeneizou-se lentamente. Foram adicionados 245 uL de fenol/cloroférmio 1:1 e
misturou-se gentilmente. A amostra foi centrifugada a 15.000 G por 10 min. Em
seguida, a fase aquosa (fase superior) foi transferida para um novo microtubo e

adicionou-se igual volume de cloroférmio. Novamente, centrifugou-se a amostra a



27

15.000 G por 10 min e a fase aquosa (fase superior) foi transferida para um novo
microtubo. Adicionou-se entéo, 25 pL de NaCl 2 M e 150 pL de isopropanol gelado e
homogeneizou-se levemente. O préximo passo foi a incubacao por 30 min a -80°C e,
apos isso, a amostra foi centrifugada a 17.000 G por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se ao microtubo 250 pL de etanol 70%, sem ressuspender o
precipitado. A amostra foi centrifugada a 17.000 G por 10 min e o sobrenadante foi
descartado. Novamente foram adicionados 250 pL de etanol 70%, sem
ressuspender o precipitado, e centrifugado a 17.000 G por 10 min. O sobrenadante
foi descartado e, apds o restante do etanol evaporar a temperatura ambiente, 0
precipitado foi ressuspendido em 30 pL de tampéo TE ou H,O milli-Q contendo
RNAse 10 pg/mL. A amostra foi colocada em banho-maria a 37°C por 1 h e depois

armazenada a -20°C.

4.3 Analise da quantidade e qualidade de DNA

A guantificacdo da extracdo de DNA plasmidial de P. putida G7, assim como
outras amostras de DNA, foi realizada por eletroforese em gel de agarose, ou mais
precisamente por espectrofotometria. Quando utilizada a eletroforese em gel de
agarose, a concentracdo do DNA foi estimada pela comparacdo da intensidade de
fluorescéncia das bandas, quando expostas a radiacao ultravioleta, com um padréo
feito com quantidades conhecidas de DNA plasmidial. J& a dosagem mais precisa foi
feita por meio da leitura de absorbéancia a 260 nm em aparelho Nanodrop® ND-1000
Spectophotometer, sendo o grau de pureza das amostras determinado pela relacéo
das leituras de absorbancia a 260 e 280 nm. Conforme especificado pelo fabricante,

recomenda-se que essa relacéo seja de aproximadamente 1,8.
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4.4 Eletroforese em gel de agarose

Todas as amostras de DNA analisadas por eletroforese foram corridas em géis

de agarose 1% preparados como descrito a seguir.

Um por cento m/v de agarose foi dissolvido por aquecimento em tampéo TAE
(Tris-acetato 40 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM). Para visualizagcdo das bandas de DNA
foi adicionado SYBR® Safe 0,1 puL/mL (Invitrogen). O tampéao utilizado na corrida
eletroforética foi o0 mesmo utilizado na confeccdo do gel. Ap6s a polimerizacdo do
gel, as amostras foram aplicadas nas canaletas e a eletroforese executada a 80 V
por cerca de 45 min utilizando o sistema Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) e fonte FB300
(Fisher Scientific). Para visualizacdo do resultado, o gel foi exposto a luz ultravioleta
no transiluminador UV 302 nm T26M (Bio Agency). O SYBR® Safe foi utilizado como
fluor6foro no lugar do brometo de etidio, pois ele apresenta baixa ou nenhuma
atividade mutagénica [58]. Os géis foram fotodocumentados utilizando camera Vilber

Lourmat.

4.5 Tampao de amostra e padrédo para DNA

Todas as amostras de DNA aplicadas em gel de agarose foram previamente
misturadas com tampado de amostra para DNA 6X preparado com 0,3% m/v azul de
bromofenol; 0,3% m/v xileno cianol; 50% v/v glicerol e 1,0 mM EDTA pH 8,0; ou
misturados com tampéao de amostra 6X Orange DNA Loading Dye (Fermentas), que
contém, xilelo cianol e orange G. O azul de bromofenol migra na mesma taxa que
um fragmento de DNA de aproximadamente 300 pb, o xileno cianol na mesma taxa
de um fragmento de 4.000 pb, e o orange G na mesma taxa que um fragmento de
50 pb. Nas eletroforeses foram incluidos os padrées 1 kb plus DNA Ladder
(Invitrogen), que possui fragmentos de DNA entre 100 e 12.000 pb; O'GeneRuler™ 1
kb DNA Ladder (Fermentas), que possui fragmentos de DNA entre 250 e 10.000 pb;
ou 100 pb EZ Load Molecular Ruler (Bio-Rad), que possui fragmentos de DNA entre
100 pb e 1000 pb.
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4.6 Bactérias

As bactérias E. coli DH5a™ (Life Technologies), E. coli BL21(DE3) (Novagen) e
ArticExpress™(DE3) (Stratagene) foram utilizadas no preparo de células

eletrocompetentes para transformacao.

As bactérias da linhagem DH5a foram utilizadas para replicacdo das
construcdes plasmidiais. Essa cepa de E. coli possui uma mutacdo no gene endA,
representada no gendtipo por endAl. O gene endA selvagem codifica a
Endonuclease |, que € uma proteina periplasmatica de 12 kDa capaz de degradar
DNA de dupla fita. Cepas de E. coli com essa mutacdo produzem uma forma inativa
da nuclease e sé&o referidas como EndA-, permitindo assim um significante aumento
no rendimento e qualidade de DNA plasmidial usado para sequenciamentos ou
outros ensaios [59]. Essa cepa também carrega outros genes modificados, como a
mutacdo hsdR17 que elimina a endonuclease de restricdo do sistema de restrigdo-
modificacdo EcoKIl, permitindo que DNA ndo metilado por esse sistema nao seja
degradado [60]. Também esta presente o alelo A(lacZ)M15, permitindo a coloracao
azul/branca para identificacdo de colonias positivas para genes clonados em vetores
baseados no sistema lacZ [61].

As linhagens BL21(DE3) e ArticExpress(DE3) foram utilizadas para expressao
das proteinas recombinantes. Sao derivadas da cepa E. coli B que é deficiente das
proteases Lon e OmpT, as quais podem degradar proteinas durante a purificacao.
Também carrega o gene para a enzima T7 RNA Polimerase, essencial para a
superexpressédo de genes clonados em vetores que carregam o promotor T7. A cepa
ArticExpress € derivada da linhagem BL21-Gold da Stratagene e possui um
plasmideo que codifica as chaperonas Cpnl0 e Cpn60 de Oleispira antartica. Este
plasmideo apresenta um gene de resisténcia a gentamicina. A Cpn10 possui massa
molecular de aproximadamente 10 kDa e a Cpn60, de 57 kDa. As chaperonas sao
macromoléculas que facilitam o enovelamento correto de proteinas através da
ligacdo e estabilizacdo de proteinas parcialmente ou incorretamente enoveladas
[62]. As chaperonas Cpnl0 e Cpn60 de O. antartica apresentam alta atividade em
temperaturas de 4 a 12°C. Em ArticExpress, essas chaperonas auxiliam no
processamento de proteinas expressas em baixas temperaturas, podendo aumentar

o rendimento de proteinas recombinantes, tornando-as mais sollveis e ativas.



30

4.7 Preparo de células eletrocompetentes

Todas as células eletrocompetentes foram preparadas de acordo com o
protocolo presente no manual do eletroporador MicroPulser™ (Bio-Rad), como

descrito a seguir.

Inicialmente, foi feito um preindculo da cepa de interesse em 5 mL meio LB
liquido que foi incubado 16 h a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. Cepas que contém
plasmideos, como ArticExpress, tiveram 0s respectivos antibiéticos adicionados ao
meio de cultura em concentracfes exibidas na Tabela 6. Apds o crescimento, 0
preindculo foi utilizado como in6éculo em 500 mL de meio LB liquido. As células do
in6culo cresceram a 37°C sob agitacdo de 200 rpm, sendo o crescimento monitorado
em espectrofotbmetro até a cultura alcancar uma leitura de D.O.g00 entre 0,5 a 0,7.
Ao alcancar o nivel de crescimento desejado, a cultura foi resfriada em gelo por 20
min e, em todos 0s passos subsequentes, sempre que possivel, as células e todos

0s recipientes foram mantidos em gelo.

As proximas etapas consistem em 5 ciclos de centrifugacdes a 4.000 G, por 15
min a 4°C, sendo o0 sobrenadante cuidadosamente descartado, seguidos de
ressuspensdes das células em volumes cada vez menores de glicerol 10% estéril e
gelado. Inicialmente em volume de 500 mL, 250 mL, 20 mL e por fim 2 mL. Apés
serem ressuspendidas no volume final, as células foram imediatamente
armazenadas em microtubos contendo aliquotas de 50 ul e incubadas em gelo até

serem transportadas e armazenadas a -80°C, estando assim prontas para uso.

4.8 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

As sequéncias nucleotidicas dos genes nahE e nahK foram obtidas a partir das
sequéncias do plasmideo NAH7 de P. putida G7 depositadas no banco de dados
nucleotidicos do National Center for Biotechnology Information - NCBI [56]. Os
iniciadores foram desenhados no programa Primer Premier 5.0, tendo como base as

sequéncias dos respectivos genes alvo.
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De acordo com os métodos para clonagem utilizando o vetor de expressao
pET28a-TEV [63] (Figura 8), foram inseridas nos iniciadores pequenas sequéncias
reconhecidas por enzimas de restricdo compativeis com sitio multiplo de clonagem
desse vetor. Para os vetores pMCSG7 e pMCSG19C [64, 65] (Figura 9 e Figura 10),
foram inseridas sequéncias maiores compativeis com o sistema LIC presente nesses
vetores. Os iniciadores direto e reverso tiveram suas T, calculadas pelo programa
citado anteriormente sem considerar as sequéncias de restricdo ou do sistema LIC,
e foram ajustadas para nédo ultrapassar 2°C de diferenca. Os iniciadores, sitios das
enzimas de restricdo e sitios do sistema LIC estdo representados na Tabela 3. Os
nucleotideos sublinhados correspondem as sequéncias reconhecidas pelas enzimas

de restricdo ou pelos sitios do sistema LIC.

Tabela 3: Oligonucleotideos sintéticos utilizados como iniciadores para amplificacdo dos genes nahE
e nahK.

Iniciadores Sequéncias nucleotidicas Ergsi?:izsglge Tm (°C)
nahE-fw-Ndel 5' CATATGTTGAATAAAGTTATTAAAACC 3' Ndel 50,8
nahE-rev-Hindlll 5' AAGCTTCTGCGGAGGTGAACTACTT 3' Hindlll 52,4
nahE-fw-LIC 5' TACTTCCAATCCAATGCGATGTTGAATAAAGTTATTAAAACC 3' - 50,8
nahE-rev-LIC 5' TTATCCACTTCCAATGCTGCGGAGGTGAACTACTT 3' - 52,4
nahK-Nhel-F 5' GCTAGCATGAACCGTACCCTGACCCGC 3' Nhel 65,3
nahK-Hindlll-R 5' AAGCTTTCAGATAAAGCGCGCGGATACCG 3' Hindlll 66,6

Os iniciadores para nahE (SIGMA), e para nahK (Invitrogen) foram recebidos
liofiizados. O material foi ressuspendido em H,O milli-Q estéril até uma
concentracdo estoque de 100 pM e armazenado a -20°C em aliquotas de 10 pL.
Para uso dos iniciadores, uma aliquota foi diluida em H,O milli-Q autoclavada até a

concentracéo de 10 pM.
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siﬁolTEV

Lacl

T L
cauda-His cauda-His
MSC

Figura 8: Esquema do vetor pET28a-TEV.

Utilizando determinados sitios de restricdo do sitio multiplo de clonagem (MSC) é possivel expressar
a proteina com a cauda de histidinas na posicdo N-terminal seguida do sitio para clivagem pela
protease TEV a fim de remover a cauda de histidinas apds purificagdo por cromatografia de afinidade;
ou entdo utilizar uma cauda de histidinas C-terminal, sem a possibilidade de clivagem dessa cauda.

sitio TEV

Lacl

cauda-His
LIC

Figura 9: Esquema do vetor pMCSG7.

Utilizando o sistema de Clonagem Independente de Ligac¢@o no vetor pMCSG?7, a proteina € expressa
com uma cauda de histidinas na posicao N-terminal que pode ser removida da proteina de interesse
pela clivagem da protease TEV.

sitio TVMV
sitio TEV | mgp
|: protease TVMV Lacl
I
|cauda—His

LIC

Figura 10: Esquema do vetor pMCSG19C.

Utilizando esse vetor, a proteina é expressa fusionada a proteina MBP, seguida por um sitio de
clivagem pela protease TVMV com uma subsequente cauda de histidina e um sitio de clivagem pela
protease TEV. Como a protease TVMV é coexpressa com a proteina de interesse, a cauda MBP é
clivada in vivo, liberando a proteina com uma cauda de histidinas que pode ser removida por
clivagem com protease TEV.



4.9 Amplificag&o dos genes

As amplificacbes dos genes foram
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realizadas através de PCR em

Termociclador MJ Mini Personal (Bio-Rad), e otimizadas a fim de se obter o minimo

de amplificacBes inespecificas. Os reagentes, suas quantidades e suas respectivas

concentracbes que foram utilizados nas amplificagcbes estdo representados na

Tabela 4. Os programas utilizados para a amplificacdo estdo representados na

Tabela 5. Os fragmentos amplificados dos genes foram visualizados através de

eletroforese em gel de agarose.

Tabela 4: Reagentes e quantidades utilizadas nas reagbes de PCR.

Reagente Concentragéao final Volume
Plasmideo NAH7 de P. putida G7 a 30 ng/uL 3 ng/uL 5puL
Tampéo 10X 1X 5uL
50 mM MgSO, 2 mM 2 uL
Ellitli_n(l:rrrv(i?r'cl;ggn[))NA Polymerase High Fidelity 5 1U 0,2 uL
10 mM dNTPs 0,2 mM 1pL
10 uM Iniciador direto 0,2 uM 1uL
10 uM Iniciador reverso 0,2 uM 1puL

H,O milli-Q autoclavada
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Tabela 5: Programa para amplificagdo dos genes nahE e nahK por PCR.

Etapas Temperatura (°C) Tempo
1. Inicio 94 5 min
2. Desnaturacao 94 1 min
3. Anelamento 45 (nahE), 58 (nahK) 1 min
4. Extenséo 72 1 min

5. Repeticao das
etapas 2 a 4 (29X)

6. Extensao final 72 5 min

4.10 Ligacao de fragmentos no vetor de clonagem.

O material amplificado de nahE, obtido com os iniciadores nahE-fw-Ndel e
nahE-rev-Hindlll, assim como o material amplificado do gene nahK, obtido com os
iniciadores nahK-Nhel-F e nahK-HindllI-R, apo6s purificacdo utilizando o kit illustra
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), foram subclonados no
vetor pGEM®-T Easy (Promega) utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Promega)
conforme instrucdes do fabricante. Apds a reacdo de ligacdo, os plasmideos foram

inseridos por eletroporagéo em E. coli DH5a eletrocompetentes.

4.11 Transformacéao de E. coli por eletroporacéao

As transformacfes das cepas foram realizadas através de eletroporacdo em
aparelho eletroporador MicroPulser™ (Bio-Rad), utilizando o protocolo descrito em

seguida.

Cubetas para eletroporacdo de 0,2 cm (Bio-Rad) e aliquotas de células
eletrocompetentes foram mantidas em gelo por cerca de 5 min. Posteriormente, 3 a

5 uL de produtos de ligacdo de fragmentos em vetores, ou plasmideos purificados,
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foram incubados com 50 pL de células eletrocompetentes e mantidos em gelo por
mais 2 min. Em seguida, as células foram transferidas para a cubeta e a
eletroporacéao realizada utilizando o programa EC2 do aparelho. Imediatamente apés
a eletroporacdo, foram acrescentados a cubeta 500 puL de meio LB liquido sem
antibiético e as células eletroporadas foram transferidas para um microtubo de 1,5
mL. A cultura foi incubada a 37°C por 1 h sob agitacéo de 200 rpm.

Finalizada a incubacéo, as células foram plagueadas em meio seletivo LB-agar
1,5% contendo o antibiético para o qual o vetor inserido e/ou a cepa conferem
resisténcia. As placas foram incubadas a 37°C por 16 h. Os antibidticos utilizados,
bem como suas respectivas concentracdes de estoque e de uso sao exibidos na
Tabela 6.

Tabela 6: Antibi6ticos utilizados para os respectivos plasmideos ou cepas, e concentragdes de uso.

Antibiotico Plasmideo / Cepa Concentracao Concentracdo no
estoque meio de cultura
L pMCSG7, pMCSG19C, .
Ampicilina DGEM®-T Easy 100 mg/mL em agua 100 pg/mL
Kanamicina pET28a-TEV 50 mg/mL em agua 50 pg/mL
Gentamicina ArticExpress™ 40 mg/mL em agua 20 pg/mL

4.12 PCR de colbnias

Apés a transformacdo por eletroporacdo e crescimento de colénias nas placas
com meio seletivo, a fim de selecionar clones positivos para os genes de interesse,
foram realizadas PCR de coldnias utilizando o mesmo protocolo de amplificacdo dos
respectivos genes (Tabela 5). Na PCR de col6nia ndo se coloca amostra de DNA.
Em seu lugar é colocada uma pequena amostra da colbnia que se deseja analisar.
As amostras da PCR de colbnia sao, posteriormente, analisadas através de
eletroforese em gel de agarose. Caso o clone seja positivo, havera amplificacdo do
gene de interesse; dessa forma a colbnia é selecionada para ser crescida e ter o

plasmideo extraido.
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4.13 Extracdo de DNA plasmidial

Clones positivos ou bactérias contendo os plasmideos de expressao foram
cultivados por 16 h a 37°C sob agitacdo de 200 rpm, em 5~10 mL de meio seletivo
LB liquido com antibidtico especifico (Tabela 6) para posterior extracdo dos
plasmideos. As extracBes foram realizadas com kits de purificagdo AxyPrep™
Plasmid Miniprep (Axygen Biosciences), illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare), QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), ou Wizard® Plus Minipreps
DNA Purification System (Promega). Em todos os casos foi seguido o protocolo do
fabricante.

Todos os kits possuem um procedimento semelhante, que consiste no
crescimento das colbnias, centrifugacdo das células e descarte do sobrenadante,
ressuspensdo das células e posterior lise alcalina. A lise faz extravasar o contetdo
celular juntamente com os plasmideos. Apés a lise, neutraliza-se o pH da solucdo
com uma base fraca, comumente acetato de potassio. A amostra é entdo
centrifugada e a fase aquosa aplicada na coluna do kit, que possui a capacidade de
reter acidos nucléicos. Apdés uma ou mais etapas de lavagem para remover
contaminantes, o DNA é eluido da coluna e sua quantidade e pureza analisada em
gel de agarose ou aparelho espectrofotométrico (Nanodrop).

4.14 Digestdes enzimaticas e ligacdo de insertos a vetores de expressao

Os clones positivos para os genes nahE e nahK ligados no vetor de clonagem
pGEM-T Easy, e colbnias contendo o vetor pET28a-TEV, foram crescidos e tiveram
seus plasmideos extraidos e purificados. A proxima etapa consiste na extracao do

gene de seu vetor de clonagem e posterior ligacdo do gene no vetor de expressao.

Em fung&o da sequéncia dos iniciadores direto e reverso, 0os genes ligados ao
vetor pGEM-T Easy estédo flanqueados por sequéncias reconhecidas por enzimas de
restricdo compativeis com o sitio multiplo de clonagem do vetor de expressao

pET28a-TEV. Os sitios de reconhecimento sao para Ndel e Hindlll no gene nahE, e
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Nhel e Hindlll no gene nahK. Para obtenc&o dos genes e do vetor de expressao com
extremidades coesivas e compativeis para reacdo de ligacdo, os vetores de
clonagem extraidos dos clones positivos, assim como o vetor de expressao, foram

submetidos a reacéo de dupla digestdo com as respectivas enzimas de restricao.

As enzimas utilizadas séo do fabricante Fermentas. Os niveis de atividade das
enzimas em cada tampéo estdo listados na Tabela 7. Conforme indicagdo do
fabricante, a reacéo de dupla digestao utilizando as enzimas Ndel e Hindlll ocorreu
utilizando o tampao Tango 2X, no qual ambas enzimas apresentam 50~100% de
atividade. Para a reacédo de dupla digestédo utilizando as enzimas Nhel e Hindlll, o
tampéo utilizado foi Tango 1X, no qual a enzima Hindlll apresenta 50~100% de

atividade, e a enzima Nhel apresenta 100% de atividade.

Tabela 7: Enzimas de restricdo utilizadas e porcentagem de atividade em cada tampao.

Porcentagem de atividade enzimatica em cada tampéo
Enzima
Orange Red Tango 1X Tango 2X
Ndel 100% 50-100% 0-20% 50-100%
Hindlll 0-20% 100% 50-100% 50-100%
Nhel 0-20% 0-20% 100% 0-20%

A digestdo dos vetores foi testada com cada enzima separadamente e em
reacao de dupla digestdo, incubadas a 37°C por 16 h. A quantidade DNA em cada
teste foi de 500 ng, a quantidade de enzima foi de 5 U/ug de DNA, conforme
recomendacao do fabricante. Os produtos de digestdo foram analisados em gel de
agarose. Posteriormente, com a padronizacédo da dupla digestdo, 2 a 3 ug de cada

vetor foram digeridos para dar sequéncia no processo de clonagem.

Sendo realizada a digestdao dos vetores de clonagem pGEM-T Easy com
consequente liberacdo dos insertos contendo os genes nahE e nahK, e a
linearizacdo do vetor de expressdo pET28a-TEV, os produtos de digestdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose, e as bandas de interesse foram
purificadas do gel utilizando o kit illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification

(GE Healthcare). A amostra contendo os insertos e os plasmideos purificados foram
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dosados em espectrofotometro (Nanodrop). Posteriormente, os insertos foram
ligados aos vetores utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega), conforme
recomendacao do fabricante, e inseridos em E. coli DH5a por eletroporagéo. Os
transformantes obtidos foram submetidos a PCR de colbnias e os clones positivos
selecionados para extracdo dos plasmideos. Os plasmideos contendo os genes de
interesse foram entdo inseridos por eletroporagdo em E. coli BL21(DE3) para a

etapa de expressao das proteinas.

4.15 Clonagem Independente de Ligacao

O sistema de clonagem independente de ligacdo foi desenvolvido para facilitar
0 processo de clonagem. Ele est4 presente nos vetores de expressao pMCSG7 e
PMCSG19C (Protein Structure Initiative - Material Repository / Harvard). Utilizando
esse sistema ndo ha necessidade de uso de vetores intermediarios de clonagem
(como pGEM ou TOPO), sitios de enzimas de restricdo nos produtos de PCR, ou T4
DNA ligase [66]. Eliminam-se entdo diversas etapas tornando mais rapido o
processo de obter clones positivos ja nos vetores de expresséo.

As extremidades 5' dos iniciadores para esse sistema contém 15 nucleotideos
adicionais carentes de dGMP (Tabela 3 e Figura 11). Como resultado, os produtos
amplificados incluem nas extremidades 3' sequéncias complementares carentes de
dCMP. Tais sequéncias podem ser removidas pela atividade exonucleasica 3'-5' da
T4 DNA polimerase na presenca de dCTP. Ao encontrar um nucleotideo
desoxicitosina, a enzima T4 DNA polimerase ndo removera mais nucleotideos,
gerando assim, caudas de DNA simples fita nas extremidades 5' com 15

nucleotideos de tamanho [67] (Figura 11).
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CATTGGAAGTGGATAA 3'

RERRRRNRNRERER] ERRRERERRRREEEE Amplificagdo
AIRRRRERRRANERN] Inserto [NERRRRRRRRRRERN da PCR

3' ATGAAGGTTAGGT TAC GTAACCTTCACCTATT 5'

' TAC'RTCCAATCCAATG CATTGGAAGTG

5' TACTTCCAATCCAATG

NERAYERRRRRNERY SERERREERN T4 DNA

ORIl 1nserto [RERRRRRERR Polimorase
3'@#G“GGTTAGGETAC GTAACCTTCACCTATT 5

_I_
\L dcTp

5" TACTTCCAATCCAATG c 3

NERRNERRRRRRERY |

] Inserto [NEEEEEERNRERERR
3'C GTAACCTTCACCTATT 5'

Iniciador senso: 5" TACTTCCAATCCAATGXX---—————————— 3’
Iniciador anti-senso: 5' TTATCCACTTCCAATG-----—-——-———=—=== 3’

Figura 11: Esquema de tratamento do inserto no sistema LIC.

Quando os vetores de expressdo sdo linearizados pela enzima de restricdo
Sspl, passam a conter em suas extremidades 3', sequéncias complementares as
sequéncias dos produtos amplificados. Da mesma maneira, ao serem tratados com
T4 DNA polimerase na presenca de dGTP, a enzima remove nucleotideos até
encontrar um desoxiguanina. Assim os vetores ficam com caudas de DNA simples

fita de 15 nucleotideos de tamanho em suas extremidades 5' (Figura 12).

A recombinacdo entre os produtos amplificados e os vetores tratados com T4
DNA polimerase ocorre mediada pelas caudas das extremidades 5', jA que suas
sequéncias sdo coesivas. Ndo ocorre recombinacdo entre vetores tratados em
misturas carentes de produtos amplificados, nem o contrario, ja que as sequéncias
nao sao palindromos. Nao ha necessidade do uso de T4 DNA ligase para uma
transformacao bacteriana eficiente, ja que as interacdes de pontes de hidrogénio das
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caudas de 15 nucleotideos séo suficientes para manter os insertos unidos aos

vetores [68]. Uma vez inseridos nas bactérias, a prépria maquinaria celular é capaz

de ligar definitivamente o inserto ao vetor.

Sitio da enzima
de restrigdo Sspl

5" GAACCTGTACTTCCAATCCAA#ATT

3' CTTGGACATGAAGGTTAGGTTATAA(

/

GAACCTGTACTTCCAATCCAAT 3'

CTTGGACATGAAGGTTAGGTTA 5'

l

GAACCTGTACTTCCAATLCCAAT| 3!

CTTGGACATGAAGGTTAGGTITA 5

l

GAACCTG 3'

+
dGTP

3' CTTGGACATGAAGGTTAGGTTA 5'

GGAAGTGGATAACGGATCC 3'

CCTTCACCTATTGCCTAGG 5'

N

5' ATTGGAAGTGGATAACGGATCC

3' TAACCTTCACCTATTGCCTAGG

l

' ATTGGAAGTGGATAACGGATCC

&TCACCTATTGCCTAGG

l

5' ATTGGAAGTGGATAACGGATCC

3' GCCTAGG

T4 DNA
Polimerase

Figura 12: Esquema de tratamento do vetor no sistema LIC.

Trés ug dos vetores pMCSG7 e pMCSG19C foram incubados com a enzima

Sspl (Fermentas) na quantidade de 5 U/ug, a 37°C por 16 h, conforme indicagdes do

fabricante. ApOs a reacdo de digestdo, a amostra foi analisada em gel de agarose e

a banda equivalente ao vetor pMCSG7 linearizado (5286 pb), e ao vetor pMCSG19C
linearizado (7468 pb) foi purificada utilizando o Kit illustra GFX™ PCR DNA and Gel

Band Purification (GE Healthcare), e a quantidade recuperada de DNA foi dosada

em espectrofotdmetro Nanodrop. Os vetores linearizados foram submetidos ao

tratamento com T4 DNA polimerase na presenca de dGTP. O produto amplificado de
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nahE obtido com os iniciadores nahE-fw-LIC e nahE-rev-LIC, ap6s serem purificados
utilizando o Kit illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare),
e dosados em espectrofotdometro Nanodrop, também foram submetidos ao
tratamento com T4 DNA polimerase na presenca de dCTP. Os reagentes e as
guantidades para a reacdo com T4 DNA polimerase estdo representados na Tabela
8. O tratamento consiste em incubar as amostras a 11°C por 30 min para que ocorra
a atividade exonucleasica da T4 DNA polimerase. Posteriormente, a enzima €

inativada a 70°C por 10 min.

Apés o tratamento, 20 pL da reacédo do produto amplificado foram misturados
com 10 pL da reagdo de um dos vetores. A mistura foi deixada a temperatura
ambiente por 30 min e depois aquecida a 75°C. ApOs alcancar tal temperatura, a
amostra foi resfriada lentamente até temperatura ambiente, e 3 puL foram utilizados

na transformacao das células eletrocompetentes para expressao.

Tabela 8: Reagentes e quantidades utilizados no tratamento com T4 DNA polimerase.

Reagente Concentracéo final Volume
500 ng (vetor

DNA 70 ng g(,ir(1serto)) )
Tampéao 5X 1X 8 uL
dGTP 100 mM (para vetor) 2,5 mM 1puL
dCTP 100 mM (para inserto) 2,5mM 1uL
BSA 10 mg/mL 0,1 ng/mL 0,4 pL
T4 DNA polimerase 5 U/uL 05U 0,1 puL
H20 milli-Q autoclavada - g.s.p. 40 pL
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4.16 Sequenciamento de clones positivos

Os sequenciamentos de alguns dos plasmideos recombinantes foram feitos
pelo método didesoxiterminal [69] no ndcleo de Analise do Genoma e Expressao
Génica (NAGE / ICB / UFMG), ou no Laboratério de Genética Bioquimica (LGB / ICB
/ UFMG), com auxilio do DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBACE DNA Analysis (Amersham Biosciences). Para confirmagdo da
integridade das sequéncias alvo no sequenciamento dos plasmideos, foram
utilizados os iniciadores T7 direto (5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3) e T7
reverso (5' GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 3, T, 50°C.

4.17 Expressdao das proteinas recombinantes

O protocolo inicial das expressdes das proteinas NahE nos vetores pET28a-
TEV, pMSCG7 e pMCSG19C; e da proteina NahK no vetor pET28a-TEV foi feito

como indicado a seguir.

Clones positivos foram preinoculados em meio LB liquido contendo o
respectivo antibiético de cada vetor de expressao, e, quando necessario, da cepa
bacteriana (Tabela 6). O preindculo foi incubado a 37°C por 16 h sob agitacdo de
200 rpm. Em seguida, a cultura foi utilizada como inéculo na proporcao de 1:100 de
cultura em meio LB liquido. As células do in6culo foram crescidas a 37°C sob
agitacao de 200 rpm, sendo seu crescimento monitorado em espectrofotdbmetro até a
cultura alcancar uma leitura de D.O.go0 entre 0,5 e 0,7. Nesse momento, foi
adicionado o indutor de expressao IPTG para uma concentracdo final de 1 mM. A

inducdao foi feita a 37°C por 3 h sob agitacéo de 200 rpm.

Para verificar a expressdo da proteina recombinante, 1 mL do in6culo foi
retirado imediatamente antes da indugao por IPTG, centrifugado a 10.000 G por 5
minutos e as células ressuspendidas em tampdo de amostra de proteina 4X. Apés o
término da expresséao, a D.O.g00 da cultura foi novamente medida, e uma quantidade

equivalente de células foi coletada (quando comparada com a D.O.g00 antes da
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inducdo). A amostra foi centrifugada e as células ressuspendidas em tampao de
amostra de proteina 4X. Posteriormente as amostras foram submetidas a SDS-
PAGE para se verificar a presenca de bandas de superexpressdo na amostra

retirada ao término da expressao.

4.18 Lise bacteriana e teste de solubilidade

Apés a etapa de expressao, a cultura foi centrifugada a 10.000 G a 4°C por 10
min, e as células ressuspendidas em tampao de lise (fosfato de sédio 20 mM pH 7,4,
NaCl 500 mM, imidazol 30 mM). O volume de tampé&o utilizado foi na propor¢cédo de
20 mL para cada litro de expressao, sendo que em volumes de expressao menores
que 250 mL, sempre foram utilizados um minimo de 5 mL de tampé&o de lise.
Posteriormente, foi adicionada lisozima a suspensdo numa concentracdo final de
100 pg/mL, e mantida em gelo por 30 min. Em seguida, o material foi congelado a -
20°C e descongelado a temperatura ambiente por 3 vezes. ApOGs o0s ciclos de
congelamento, o lisado foi sonicado em aparelho sonicador Sonic Dismembrator 500
(Fisher Scientific) em amplitude de 30%, com 4 pulsos de 15 seg ligado e 1 min
desligado. Em seguida, o lisado foi centrifugado a 17.000 G a 4°C por 10 min. O

sobrenadante foi filtrado utilizando filtro de 0,45 pum.

A fracdo insoluvel, correspondente ao precipitado apd6s o lisado ser
centrifugado, foi ressuspendida no mesmo volume de 4gua e uma amostra retirada
para andlise por SDS-PAGE. Uma amostra para andlise por SDS-PAGE também foi

retirada da fracao soluvel, correspondente ao sobrenadante do lisado.
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4.19 Otimizacao da expressdo das proteinas recombinantes

Para otimizar a obtencdo da proteina alvo em fracdo solavel, alguns
parametros foram alterados, como por exemplo, temperaturas menores de
expressao (30°C, 22°C e 12°C), menor concentracdo do agente indutor IPTG (0,5
mM), diferentes cepas bacterianas (ArticExpress), e diferente tampao de lise (Tris-
HCI 50 mM pH 7,4, 1% sacarose, 1% Tween-20, 1% glicerol, 30 mM imidazol). Além
disso foi testada a clonagem em vetor de expressao com cauda de fusdo MBP (vetor

pMCSG19C) que também pode auxiliar na solubilidade [70].

Ao utilizar temperaturas mais baixas para a expressao, o preinéculo e inéculo
foram crescidos a 37°C. Apdés o inéculo, ao atingir uma leitura de D.O.go entre 0,5 e
0,7, a cultura foi colocada, por 10 min, na temperatura desejada para a expressao, e
em seguida, foi adicionado o indutor IPTG. A 30°C a indugéo foi feita por 5 h, a 22°C
durante 16 h, e a 12°C por 24 h.

4.20 Reenovelamento de NahE insoluvel

Para o caso da insolubilidade de NahE, mesmo utilizando as estratégias para
obtencdo de expressédo soluvel, foi seguido o protocolo de purificacdo de proteinas
de corpos de inclusdo [71] e o protocolo de reenovelamento [72] de proteinas,

descritos a segquir.

A expressdo de NahE insoluvel foi realizada a 37°C por 4 h sob agitacdo de
200 rpm, utilizando 1 mM de IPTG como indutor. Apds a lise utilizando tampao
fosfato de so6dio 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM; e centrifugacdo da amostra, conforme
descritos em 4.18, o precipitado foi ressuspendido em mesmo volume de tampéao de
lavagem (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, 100 mM NaCl e 0,5% v/v Triton X-100). Apoés
homogeneizar o precipitado, a amostra foi centrifugada a 10.000 G a 4°C por 10 min
e 0 sobrenadante foi descartado. O precipitado foi novamente ressuspendido em
tampao de lavagem e centrifugado a 10.000 G a 4°C por 10 min, sendo o
sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em H,O milli-Q e
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aliquotas de 100 pL foram coletadas em 8 microtubos. Apés a coleta das aliquotas,
a amostra maior foi centrifugada a 10.000 G a 4°C por 10 min e o precipitado
armazenado a -20°C. As 8 aliquotas de 100 pL foram centrifugadas a 10.000 G a
4°C por 10 min e o sobrenadante descartado. O precipitado de cada microtubo foi
ressuspendido em tampéo fosfato de sédio 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, contendo
concentracbes crescentes de ureia (de 1 a 8 M). Apés homogeneizacdo, as
aliquotas foram centrifugadas a 10.000 G a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi
coletado e tampao de amostra de proteina 4X foi adicionado em cada aliquota, que
foram analisadas por SDS-PAGE. Apos verificar em qual concentracdo de ureia
NahE torna-se solluvel, a amostra maior foi ressuspendida em tampéao fosfato de

sédio 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, e ureia na concentracdo determinada.

A purificacdo de NahE foi realizada por cromatografia de afinidade ao niquel,
conforme descrito no item 4.23, porém sob condi¢cfes desnaturantes, utilizando ureia
em todos os tamp&es na concentracao determinada anteriormente. Apés purificacéo,
as fracbes que continham NahE foram unidas e diluidas em tampao de
reenovelamento (fosfato de sédio 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, L-arginina 500 mM)
até que a concentracdo de ureia atingisse 2 M. A solucao foi incubada a 4°C por 16
h e posteriormente dialisada contra 100/1 volumes de tampéo de reenovelamento
sem L-arginina a 4°C por 16h para remover ureia, L-arginina e imidazol. Apés
didlise, a amostra foi centrifugada a 10.000 G a 4°C por 10 min e 0 sobrenadante
concentrado para ser purificado novamente em cromatografia de afinidade ao niquel

e exclusdo molecular.

4.21 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

As amostras das expressdes proteicas, testes de lise, reenovelamento e

fracOes de purificacdo foram analisadas através de SDS-PAGE.

Os géis foram preparados da mistura de N,N'-metileno-bis-acrilamida 0,8% e
acrilamida 30% m/v. O gel de separacéo (12 ou 15%) foi feito adicionando-se a essa
mistura Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e SDS 0,01% m/v. O gel foi polimerizado pela adi¢ao
de APS a 10% em agua destilada (0,5% v/v) e TEMED 0,05% v/v. O gel de
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concentracdo (4%) foi preparado como descrito para o gel de separacdo, porém
utilizando tampéao Tris-HCI 0,5 M pH 6,8. As quantidades dos materiais estéao
exibidas na Tabela 9, e sédo suficientes para montagem de 2 géis de 0,75 mm de
espessura utilizando-se o aparato de montagem para a cuba Mini-PROTEAN Tetra
Cell (Bio-Rad).

Tabela 9: Materiais e quantidades utilizadas na preparacdo dos géis para SDS-PAGE.

Gel de separacé
paragao Gel de
Reagente ~
concentragéo 4%
12% 15%

Agua destilada 3,35 mL 2,29 mL 1,22 mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5mL 2,5mL -
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 - - 0,5 mL

SDS 10% 100 pL 100 pL 20 pL
Bis-acrilamida 0,8%, acrilamida
30% 4 mL 5 mL 260 pL
APS 10% 100 L 100 pL 20 pL
TEMED 10 pL 10 pL 2 uL

Para a corrida eletroforética foi utilizado tampéao de eletrodo contendo Tris-HCI
25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, e SDS 0,1%, em voltagem de 110 V até que as
amostras entrassem no gel de concentracdo e alcancassem o gel de separacdo. A
partir desse momento, a voltagem foi elevada para 150 V até o final da corrida. Foi
utilizada a fonte FB300 (Fisher Scientific).

Para visualizacdo das bandas, os géis foram colocados em solucdo corante por
2 horas (0,5% m/v Comassie Blue R-250, 10% acido acético, 50% etanol), e depois
deixados em solugdo descorante (25% etanol, 10% acido acético) até o
aparecimento das bandas proteicas e o descoramento das regides do gel que nao
tinham proteinas. Os geéis foram fotodocumentados utilizando cémera Vilber

Lourmat.
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4.22 Tampao de amostra e padrdo para proteinas

Todas as amostras proteicas a serem analisadas por SDS-PAGE foram
misturadas com tampao de amostra 4X (Tris-HCI 250 mM pH 6,8; SDS 0,8% ml/v;
azul de bromofenol 0,2% m/v; glicerol 45,5% v/v), e incubadas em banho-maria a
100°C por 5 min antes de serem aplicadas nas canaletas do gel.

Os padrdes de peso molecular utilizados foram Precision Plus Protein™ All
Blue Standards (Bio-Rad), que apresenta bandas proteicas de 10 a 250 kDa;
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas), que possui bandas
proteicas de 14,4 a 116 kDa; ou BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen), que
possui bandas entre 10 e 220 kDa.

4.23 Purificacdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes expressas com o0s vetores utilizados nesse
trabalho possuem em seu amino-terminal uma cauda de 6 histidinas. Dessa forma,
as proteinas soluveis foram purificadas inicialmente através de cromatografia de
afinidade ao niquel em coluna HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare) utilizando
aparelho AKTAprime plus (GE Healthcare).

A coluna foi previamente equilibrada com 5 vc com 0 mesmo tampao utilizado
na lise das células (tampéo A). ApOs a aplicacdo da fracdo sollvel do lisado, a
coluna foi lavada com 5 vc de tampao A, ou até que nenhuma leitura de absorbancia
a 280 nm fosse observada. A eluicdo das proteinas que se ligaram a coluna foi feita
utilizando um gradiente de concentracao crescente com o tampéo de lise contendo
imidazol 500 mM (tampao B). Amostras recolhidas ao longo de todo o processo
foram submetidas a analise por SDS-PAGE.

Para remocdo do sal e do imidazol, fracdes provenientes da coluna de
afinidade que continham a proteina NahK foram dialisadas contra 100/1 volumes de
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM a 4°C por 16 h em membrana de

celulose.
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Algumas amostras contendo NahK foram injetadas em coluna RESOURCE™
Q de 1 mL (GE Healthcare) previamente equilibrada com 5 vc de tampéo fosfato de
sédio 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM; ou Tris-HCL 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM. Apos
a aplicacéo a coluna foi lavada com 10 vc do mesmo tampao. A eluicao foi feita em
gradiente crescente de concentracado de NaCl utilizando 20 vc de tampao fosfato de
sédio 20 mM pH 7,4, NaCl 1 M; ou tamp&o Tris-HCL 50 mM pH 7,4, NaCl 1 M.

Amostras recolhidas ao longo do processo foram analisadas por SDS-PAGE.

Apos clivagem com protease TEV, a amostra de NahK foi purificada novamente
por cromatografia de afinidade ao niquel utilizando Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e NaCl 50
mM como tampéao A; e Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM e imidazol 500 mM
como tampao B. Como a protease TEV contém em seu amino-terminal uma cauda
de poli-histidina, ela fica retida na coluna juntamente com NahK ndo clivada e
contaminantes provenientes da primeira etapa de purificacdo. Espera-se que a
proteina NahK clivada, por ndo ter mais a cauda de afinidade, nédo interaja com a
coluna. Amostras recolhidas ao longo de todo o processo foram submetidas a SDS-
PAGE.

A amostra de NahK clivada por TEV e purificada pela cromatografia de
afinidade foi submetida a uma ultima etapa de purificagédo utilizando cromatografia
de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare). Foi
utilizado para essa purificacdo o tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM. A
coluna foi equilibrada com 2 vc de tampao e posteriormente a amostra foi injetada.
Amostras recolhidas ao longo de todo o processo foram analisadas por SDS-PAGE.
FracOes dessa etapa de purificacdo que continham NahK foram unidas,
concentradas e tiveram suas concentracdes dosadas para posterior andlise por DLS,

CD e submetidas a ensaios de cristalizacao.

4.24 Determinagéo da concentracao proteica

A dosagem das proteinas foi realizada através da medida da absorbancia a
280 nm em espectrofotbmetro modelo UV-160A UV Visible recording

spectrophotometer (Shimadzu) ou em Nanodrop®.
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Como sao conhecidas as sequéncias de residuos de aminoacidos das
proteinas em estudo, € possivel predizer o coeficiente de extingdo molar de cada

uma e aplicar a seguinte férmula de Lambert-Beer:
A=g*1*C

onde A é a absorbancia a 280 nm; € é o coeficiente de extingdo molar em M™cm™; |

o caminho 6ptico utilizado em cm; e C a concentra¢cdo molar da proteina.

Os coeficientes de extincdo para as proteinas fusionadas ou ndo com a cauda
de histidina foram obtidos através do programa ProtParam [41], hospedado no

servidor protedmico ExXPASy - Expert Protein Analysis System [42].

4.25 Clivagem com protease TEV

A cauda de histidina presente na extremidade amino-terminal de NahK
recombinante foi clivada utilizando a protease TEV. Essa protease € produzida no
Laboratério BIOEST (ICB/UFMG) a partir do vetor pMHT238A. Sua atividade é sitio-
especifica e reconhece a sequéncia de residuos ENLYFQS ou ENLYFQG, presente
entre a cauda de afinidade e o inicio da sequéncia da proteina recombinante. A

clivagem ocorre apés o residuo de glutamina [73].

Testes de clivagem foram feitos a 25°C por 3, 6 e 16 horas, utilizando 5 e 20%
m/m de TEV, em tampéao Tris-HClI 50 mM pH 7,4 e NaCl 50 mM com a adi¢éo de
DTT para concentragdo final de 1 mM. A remocdo da cauda de histidina foi
confirmada por analises de MALDI-TOF.

4.26 Espectrometria de Massa

O peso molecular da proteina NahK, antes e depois da clivagem pela protease
TEV, foi determinado através de MALDI-TOF. Para isso, foram aplicadas em
duplicata sobre placa MTP AnchorChip™ 600/384 (Bruker Daltonics) 0,5 pL de
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amostra e 0,5 pL da matriz acido sinapinico (10 mg/mL em ACN 30%, TFA 0,3%).
As amostras foram analisadas utilizando o programa Flexcontrol 3.0. O equipamento
foi calibrado utilizando padrdo com proteinas de peso molecular conhecido. Os

espectros obtidos foram analisados utilizando o programa Flex analysis 3.0.

4.27 Espalhamento Dinamico de Luz

A determinacao do estado de agregacédo e oligomerizacao das proteinas NahK
e NahE em solugéo foi feita por ensaios de DLS. Os experimentos foram realizados
no Laboratorio de Espectroscopia e Calorimetria do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron, utilizando o equipamento DynaPro™ Protein Solutions / Wyatt

Technology Corporation.

As amostras proteicas foram mantidas a 0°C ou 4°C até o momento do ensaio
e, logo antes da analise, foram centrifugadas a 15.000 G por 10 min para retirar
qgualquer material suspenso. Os ensaios foram realizados com temperatura
constante de 18°C, em cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 cm e 80 pL de
amostra. A concentracdo proteica das amostras analisadas foi de aproximadamente
1 mg/mL. Foram coletadas cerca de 200 a 250 medidas e os dados foram

analisados no programa Dynamics V6.

Com essa analise, foram obtidos valores para a polidispersividade das
proteinas em solucéo, o raio médio da molécula em nm e o peso molecular médio da
molécula em kDa. Para verificar se havia alguma particula agregada que nao fosse a
proteina alvo e que poderia interferir nos resultados, foi feito, antes do experimento
com a amostra proteica, uma coleta de 20 medidas de tampao no qual a proteina
estava diluida e da cubeta vazia. Nestes casos, os valores do raio médio e do peso

molecular médio devem ser proximos de zero.
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4.28 Dicroismo Circular

Para caracterizacdo da estrutura secundaria de NahK foram realizados
experimentos de CD no Laboratério de Espectroscopia e Calorimetria do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, utilizando o espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco

corporation).

A concentracdo de NahK utilizada para o ensaio foi de 0,2 mg/mL. A proteina
foi mantida a 0°C ou 4°C até o momento do ensaio e logo antes da analise a
amostra proteica foi centrifugada a 15.000 G a 4°C por 10 min para retirar qualquer

material suspenso.

Para a coleta de dados foram utilizados cubetas de quartzo com 0,1 cm de
caminho O6ptico, 130 yL de amostra, comprimentos de onda de 195 a 260 nm e
temperaturas de 20 a 90°C em intervalos de 5°C. As medidas foram realizadas de
0,2 em 0,2 nm, com 20 acumulag¢des para cada medida.

Antes dos experimentos com as amostras proteicas, foram feitas medidas com
a cubeta vazia para verificar se ndo havia proteina grudada na superficie da cubeta
e, também, foram realizados experimentos com o tampé&o Tris-HCI 5 mM e NaCl 5
mM, a 20°C, entre os comprimentos de onda de 195 nm a 260 nm, sendo feitas 10

acumulagoes.

Os espectros gerados correspondem a diferenca entre a média das 20
acumulacdes realizadas para a proteina e as 10 acumulagbes realizadas para o

tampdo em que ela estava diluida.

Os dados, obtidos em termos de elipcidade (8) expressa em mdeg, foram

convertidos em elipcidade molar residual [6]yr segundo a férmula:
[O]ur =8/ (10*1*((C*1000*N)/M))

onde [B]wr € a elipcidade molar residual a ser expressa em degrees.cm?.dmol™, 0 é
a elipcidade obtida pelo espectropolarimetro em mdeg; | é o caminho éptico da
cubeta em cm; C é a concentracdo da proteina em g/mL; N € o niumero de residuos

de aminoacidos; e M a massa molecular da proteina em kDa.

Para estimar a porcentagem de cada tipo de estrutura secundaria presente nas

amostras, a deconvolugdo dos dados foi feita pelo programa CDNN 2.0,
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desenvolvido pelo Dr. Gerald Bohm, Institut flr Biotechnologie, Martin-Luther-
universitat Halle-Wittengerg, Alemanha.

4.29 Ensaios de cristalizagéo e difracao de raios-X

Os ensaios de cristalizacdo com a proteina NahK foram realizados segundo a
técnica de difusdo de vapor em gota suspensa utilizando solu¢des do Kit Crystal
Screen | e Il (Hampton Research). Foram utilizadas nos testes placas de
cristalizacdo Limbro Box de 24 pogos (Hampton Research), laminulas silanizadas e

graxa de silicone.

Um mililitro de cada condi¢do de cristalizacdo dos kits foi colocado em cada
poco das placas (96 condi¢cdes no total). Sobre uma laminula silanizada foram
depositadas duas gotas de NahK clivada a 12 mg/mL, sendo uma de 1 pL e outra de
2 uL; e uma gota de 1 pL de NahK néo clivada a 12 mg/mL. Posteriormente, 1 pL da
solucéo da condicao de cristalizacdo do poco foi adicionado e misturado a cada gota
de proteina. A laminula contendo as trés gotas foi virada e colocada sobre o poco
com a condicdo de cristalizacdo correspondente, de forma que as gotas ficassem
suspensas sobre o pogo. O fechamento hermético do poco foi feito utilizando graxa
de silicone. As placas de cristalizacdo foram incubadas a 18°C. O monitoramento

dos resultados em cada condicéo de cristalizacdo ocorreu diariamente.

Lentamente, por difusdo de vapor, a concentracdo de precipitante das gotas,
inicialmente menor, vai se igualando a concentracdo do poc¢o. Devido ao aumento de
concentracdo, a gota pode chegar lentamente a condicdo de supersaturacdo, na
qual a proteina ndo é mais sollvel e comeca a precipitar. Caso ocorra precipitacao,
ela pode ser de forma desordenada, formando precipitados amorfos ou mudancas
para fase oleosa (ndo desejaveis); ou acontecer de forma sistematica, formando
ndcleos cristalinos que correspondem as proteinas em uma estrutura organizada.
Dependendo da condigédo de cristalizacdo e das particularidades da macromolécula,
apos a nucleacdo, mais moléculas de proteina podem agregar-se aos nucleos de

forma ordenada fazendo com que o cristal cresga.
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Condi¢cdes promissoras, nas quais formaram nucleacbes ou cresceram
pequenos cristais, foram amplificadas de forma a prover uma maior gama de

condicBes otimizadas para cristalizacao.

Os cristais de NahK foram transportados até o Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron para serem submetidos a Difracdo de Raios-X. Para a coleta de dados, o
cristal € capturado da gota de cristalizacdo através de um loop de nylon e incubado
alguns segundos em uma gota de 1 pL de solucdo crio-protetora formada pela
mistura da solucdo da condicdo de cristalizacdo respectiva e etileno-glicol na
concentracgédo final de 10% v/v. Posteriormente, o cristal € montado na cabeca de um
gonidbmetro e centralizado. O cristal, a partir desse momento, fica resfriado a -173°C
sob constante fluxo de nitrogénio. Inicialmente o detector € posicionado a uma
distancia de 100 mm do cristal e a qualidade de difracao é testada recolhendo duas

imagens a 0 e 90° de oscilagao.

Para a aquisicdo de cada imagem, o cristal € submetido ao feixe de raios-X
durante 30 a 60 segundos, sendo rotacionado 1° ao longo de cada exposicdo. As
imagens sdo analisadas no programa iMosflm [74], que localiza as reflexdes do
padrdo de difracdo e fornece estimativas prévias sobre parametros de célula
unitaria, grupo espacial do cristal e mosaicidade. Além disso, o programa também
apresenta estratégias para a coleta de dados sugerindo angulos preferenciais para o

inicio e o término da coleta.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Amplificagdo dos genes nahE e nahK

A amplificacdo do gene nahE (aproximadamente 1000 pb) utilizando ambos
pares de iniciadores (sistema pET e LIC) ocorreu mais eficientemente com uma Tp,
de 45°C, apesar do programa utilizado para o desenho dos iniciadores indicar uma
temperatura média de 51,6°C. A concentracao final de DNA na reacdo de PCR que
atingiu melhores resultados na amplificacdo de nahE foi cerca de 3 ng/uL, como

exibido na Figura 13.

A amplificacdo do gene nahK (aproximadamente 800 pb) ocorreu de forma
mais eficiente e com menor quantidade de amplificac6es inespecificas utilizando
uma T, de 58°C. Assim como em nahE, a concentracdo de DNA para amplificacao
na amostra que melhor obteve resultado foi de aproximadamente 3 ng/uL, exibida na

Figura 14.

1000 pb

Figura 13: Amplificacdo do gene nahE de P. putida G7.

P - padrdo 100 pb EZ Load Molecular Ruler; 1, 2 e 3 - amplificacdo do gene contendo,
respectivamente, DNA para amplificacdo numa concentracdo de 4, 15 e 3 ng/pL.
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Figura 14: Amplificacdo do gene nahK de P. putida G7.

P - padrdo 100 pb EZ Load Molecular Ruler; 1 a 5 - amplificacdes do gene contendo,
respectivamente, DNA para amplificagcdo numa concentracdo de 30, 15, 3, 0,6 e 0,3 ng/pL.

5.2 Subclonagem em vetor pGEM-T Easy

Os produtos das ligacbes dos fragmentos amplificados com o vetor pGEM-T
Easy foram inseridos em E. coli DH5a por eletroporacéo. Através de PCR de colbnia
foi identificado um clone positivo de nahE, e diversos clones positivos foram obtidos
para nahK. Um clone de cada construcdo foi selecionado para extracdo do

plasmideo para a etapa de digestao.

5.3 Digestéo dos vetores pGEM-T Easy e pET28a-TEV

As amostras do vetor de clonagem contendo os insertos foram completamente
linearizadas utilizando as quantidades de enzima recomendadas pelo fabricante (5
U/ug, canaletas 3 e 4, Figura 15). Entretanto, essa quantidade de enzima nao foi
capaz de digerir completamente o vetor em reacdo de dupla digestdo (canaleta 5,

Figura 15). Nesse caso, o dobro da quantidade recomendada de enzima (10 U/ug)
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foi necessaria para completa digestdo do vetor e liberacdo do inserto (canaleta 6,
Figura 15).

4000 pb >
3000 pb >

1000 pb >

Figura 15: Digestédo do vetor pPGEM-T Easy para liberacdo do fragmento contendo nahE.

P - 1 kb plus DNA Ladder; 1 - amplificacdo do gene nahE por PCR; 2 - vetor pGEM-T Easy fechado
contendo o inserto de nahE; 3 - digestdo do vetor utilizando Ndel 5 U/ug; 4 - digestdo do vetor
utilizando Hindlll 5 U/ug; 5 - dupla digestdo utilizando 5 U/ug de cada enzima; 6 - dupla digestéo
utilizando 10 U/ug de cada enzima.

Com base nos resultados da dupla digestdo utilizando as enzimas Ndel e
Hindlll para liberacdo de nahE, a dupla digestdo do vetor pGEM-T Easy contendo o
inserto de nahK foi realizada eficientemente utilizando a quantidade de 10 U/ug das

enzimas Nhel e Hindlll (dado ndo mostrado).

A dupla digestdo do vetor pET28a-TEV (aproximadamente 5300 pb) para
receber o inserto de nahE néo foi eficiente utilizando a quantidade das enzimas Ndel
e Hindlll recomendada pelo fabricante (canaleta 2, Figura 16). O dobro da
guantidade também né&o foi capaz de digerir toda a amostra (canaleta 3, Figura 16),
sendo necessaria uma quantidade de 20 U/ug das enzimas para completa digestédo
desse vetor (canaleta 4, Figura 16). A dupla digestédo do vetor para receber o inserto

de nahK foi eficiente utilizando 20 U/ug das enzimas Nhel e Hindlll.
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Figura 16: Dupla digestédo do vetor de expresséo pET28a-TEV.

P - 1 kb plus DNA Ladder; 1 - vetor fechado; 2 - dupla digestao utilizando 5 U/ug das enzimas Ndel e
Hindlll; 3 - dupla digestao utilizando 10 U/ug das enzimas; 4 - dupla digestéo utilizando 20 U/ug.

Os insertos purificados do gel foram ligados aos respectivos vetores pET28a-

TEV digeridos e purificados, e inseridos em E. coli DH5a por eletroporacao.

5.4 Clonagem de nahE e nahK no vetor de expresséo pET28a-TEV

Através de PCR de col6nia foram identificados dois clones positivos para nahE
no vetor pet28a-TEV, denominados colbénia 20 e 22, cujo sequenciamento, concluido
durante as etapas de expressao, esta representado na Figura 17. O clone 20
apresenta uma mutacéo de desoxiadenina para desoxitimidina na base 318, fazendo
com que o residuo de aminoacido 107 seja trocado de isoleucina para fenilalanina.
O clone 22 apresenta uma mutacao de desoxiguanidina para desoxiadenina na base
200, trocando o residuo de amino&cido nativo de glicina para aspartato. O trabalho
continuou com o clone 20. Uma busca utilizando a ferramenta BLAST [47] identificou
uma proteina chamada Dihidrodipicolinato Sintetase de Burkholderia sp.,
pertencente ao mesmo grupo de proteinas que NahE, a familia das dihidropicolinato
sintetases. Sua identidade com NahE €& de 66%, e outros 12% dos residuos
possuem substituices equivalentes, indicando a grande similaridade na sequéncia

de aminoacidos entre essas proteinas. Em Dihidrodipicolinato Sintetase, o residuo
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correspondente a posicdo isoleucina 107 de NahE é uma fenilalanina. Ambas

proteinas sdo pertencentes a superfamilia TIM-fosfatase, que possui proteinas de

enovelamento caracteristico e bastante conservado [46].
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Figura 17: Sequenciamento dos clones 20 e 22 de nahE.
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Vérios clones para nahK em pET28a-TEV foram identificados através de PCR

de coldnia. Foram tentados diversos sequenciamentos do clone selecionado para

expressdo, e mesmo utilizando o iniciador reverso nahK-Hindlll-R e iniciador reverso

T7, ndo foi possivel concluir o sequenciamento da regido génica correspondente ao

carboxi-terminal da proteina. O sequenciamento, que cobriu cerca de 59% do gene

nahK a partir da regido correspondente ao amino-terminal de NahK, esta

representado na Figura 18.
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Figura 18: Sequenciamento do clone 5 de nahK.
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5.5 Expressao de NahE em vetor pET28a-TEV

O vetor pET28a-TEV é um plasmideo que foi modificado, a partir do vetor
pET28a da Novagen, no Centro de Biologia Molecular e Estrutural (CeBIME) pelo
grupo do Prof. Dr. Nilson Zanchin do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
Campinas - SP. Proteinas expressas por esse vetor apresentam em seu amino-
terminal uma cauda de histidina que auxilia na purificacdo da proteina por
cromatografia de afinidade. Uma vez purificada, a cauda de histidina ndo é mais
necesséria, e para remové-la, h4 um sitio para clivagem reconhecido pela protease
TEV entre a sequéncia dos residuos da proteina e a cauda de histidina (no vetor

pPET28a, o sitio original de clivagem é especifico para Trombina).

A proteina NahE expressa nesse vetor apresenta a cauda de histidina e o sitio
para clivagem TEV. Sua massa estimada com a cauda de fusdo amino-terminal
passa de 36,63 kDa (proteina nativa), para 38,63 kDa. Utilizando a protease TEV
para clivagem da cauda, sua massa estimada vai para 36,83 kDa, restando em seu

amino-terminal dois residuos de aminoacidos: uma glicina e uma histidina.

A proteina recombinante foi expressa em E. coli BL21. A inducéao foi feita pela
adicéo de IPTG (concentragao final de 1 mM) em meio seletivo LB incubado a 37°C
por 4 h. Amostras foram coletadas a cada hora de expresséo (Figura 19, A). ApGs o
término da expressédo, foi feita a lise em tampdo Tris-HClI 50 mM pH 7,4, 1%
sacarose, 1% Tween-20, 1% glicerol. Observa-se, apds a inducdo, o aparecimento
de uma banda com peso molecular aproximado do valor esperado para NahE.
Andlises das fracBes soluvel e insoluvel indicaram que a proteina ficou presente

somente na fracdo insoluvel (Figura 19, B).
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Figura 19: Expressao da proteina NahE no vetor pET28a-TEV em BL21 a 37°C, IPTG 1 mM.

P, - padrao de proteinas Invitrogen; NI - expressao ndo induzida; P, - padrdo de proteinas Bio-Rad; S
- fracdo soluvel; | - fracéo insolavel.

Como a proteina apresentou-se insollvel em expressao a 37°C, foram feitas,
utilizando o mesmo clone, sucessivas expressdes em temperaturas mais baixas, de
30°C, 22°C e 12°C, utilizando IPTG na concentracdo de 0,5 mM (Figura 20). Em

todos esses testes de expressao a proteina NahE apresentou-se somente em fracéao

insoluvel.

37 kDa >

Figura 20: Expressfes de NahE no vetor pET28a-TEV em BL21 a 30°C (A), 22°C (B) e 12°C (C);
IPTG 0,5 mM.

P - padrdo de proteinas Bio-Rad; NI - expressao nao induzida; TF - tempo final de expressao; S -
fracdo soluvel; | - fracdo insolavel.
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Devido a insolubilidade de NahE em expressdes sob diversas temperaturas em
E. coli BL21, o vetor pET28a-TEV contendo o gene nahE foi inserido em E. coli
ArticExpress. A proteina foi expressa a 12°C por 24h utilizando IPTG na
concentracdo de 0,5 mM. Apds a lise utilizando tampao fosfato de sédio 20 mM pH
7,4, NaCl 500 mM, foi identificada uma banda de expressdo de NahE na frac&o
solavel (Figura 21). Também foi identificada a banda de expressdo da chaperona
Cpn60 na fracdo soluvel. Tendo obtida a proteina NahE em fracdo soluvel, foi feita

uma expressao em volume maior para prosseguir para a etapa de purificacao.

P NI TF S I

75 kDa > W

50 kDa > W

Figura 21: Expressdo de NahE no vetor pET28a-TEV em ArticExpress a 12°C, IPTG 0,5 mM.

P - padrdo de proteinas Bio-Rad; NI - expressao nao induzida; TF - tempo final de expressao; S -
fracdo soluvel; | - fracdo insolavel.

5.6 Cromatografia de afinidade para NahE em pET28a-TEV

A fracdo solavel da proteina NahE, expressa no vetor pET28a-TEV em
ArticExpress a 12°C, foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna de

niquel-sepharose no sistema AKTAprime plus.

A coluna utilizada HisTrap HP consiste de uma matriz solida de agarose
contendo grupos quelantes imobilizados carregados com ions Ni**, os quais se
ligardo as histidinas expostas na superficie de proteinas, e com maior afinidade, a
cauda de histidina da proteina NahE. Apds a amostra ter sido injetada na coluna, foi
utilizado tampéo contendo imidazol para a eluicdo das proteinas que se ligaram na

coluna. O imidazol é um composto que € semelhante ao radical da histidina e atua
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como competidor nas interacdes com os ions Ni?*, favorecendo o desligamento das
proteinas da coluna. O perfil cromatografico esta representado na Figura 22 A.

Algumas fracdes da purificacdo foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 22 B).

Através da curva azul do cromatograma é possivel observar que grande parte
da amostra protéica ndo interagiu com a coluna, sendo coletadas nas fragdes entre
0 e 30 mL. A analise dessas fragbes por SDS-PAGE evidenciou que a maior parte
das proteinas nativas de E. coli atravessaram a coluna sem se ligar a ela, podendo
ser visualizadas bandas de diversos pesos moleculares na canaleta 1 da Figura 22
B.

Como a quantidade de NahE em fracdo solavel foi pouca (Figura 21), foi
utilizada na eluicdo um step de imidazol ao invés do gradiente, no qual o tampé&o
muda rapidamente de 0 a 100% de imidazol 500 mM. Isso possibilita um aumento na
concentracdo das proteinas eluidas. Um pequeno pico foi observado durante a
eluicdo. Analises das trés frac6es do pico por SDS-PAGE (canaletas 2, 3 e 4, Figura
22 B) mostraram que havia grande quantidade de Cpn60, NahE e alguns
contaminantes. Apesar da quantidade de Cpn60 parecer maior que a de NahE
durante eluicdo, devido seu baixo coeficiente de extincdo molar (5.960) quando
comparado com o coeficiente de NahE (38.637), a proteina Cpn60 pouco contribui
para a absorbancia a 280 nm. Dessa forma, os valores de absorbancia no pico de

eluicdo dependendem em maior grau da quantidade de NahE.

As fracBes das canaletas 3 e 4 que continham tanto NahE quanto a chaperona
Cpn60, foram dialisadas separadamente contra tampéao fosfato de sédio 20 mM pH
7,4, NaCl 500 mM, para remoc¢do do imidazol. Apdés a didlise, verificou-se um
precipitado na fracdo correspondente a canaleta 4, que continha menor
concentracdo da chaperona Cpn60. A amostra foi centrifugada e as fragdes soluvel
e insoltvel analisadas através de SDS-PAGE (Figura 22 C). Notou-se uma grande
precipitacdo da proteina NahE presente na fracao insolluvel, enquanto a chaperona

Cpn60 manteve-se na fracdo solavel.

Em purificagbes realizadas no nosso laboratério com outras proteinas
coexpressas com chaperonas, é possivel observar que as chaperonas nao
interagem com a coluna, sendo eluidas juntamente com as demais proteinas de E.

coli. Dessa forma, esse resultado nos leva a acreditar que a chaperona se mantém
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ligada @ NahE numa tentativa de auxiliar seu enovelamento, e esta sendo co-

purificada com a mesma.
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Figura 22: Purificagdo da proteina NahE por cromatografia de afinidade ao niquel.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em funcdo do volume de eluicdo da coluna em mL. Na caixa em detalhe o pico
obtido durante eluicdo com imidazol.

B — SDS-PAGE contendo algumas fragBes da purificacdo. P — padrdo de proteinas Bio-Rad; 1 —
fracdo que nao interagiu com a coluna entre os volumes de eluicdo 0 e 30 mL; 2, 3 e 4 — fracdes
correspondentes ao pico obtido durante a eluicdo com imidazol entre os volumes de eluicdo 57 e 61
mL.

C — SDS-PAGE contendo as fracdes soluvel (S) e insoltvel (I) ap6s didlise e centrifugacao das
fracbes do pico (Pico); P — padrao de proteinas Bio-Rad.
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5.7 Caracterizagdo do estado de agregacdo de NahE e Cpn60

Para verificar o estado de agregacéo, a fracdo de NahE contendo a chaperona
Cpn60 (fracdo 10 do cromatograma, canaleta 4 do gel, Figura 22) foi analisada
através de ensaio de DLS. Pelos dados exibidos na Tabela 10, pode-se observar
que 68,2% da massa total das particulas em suspensdo da amostra € formada por
moléculas com raio médio de 4,5 nm e massa molecular aproximada de 112 kDa, o
qgue corresponderia a um oligbmero formado por uma molécula de chaperona Cpn60
e Cpnl0 (aproximadamente 57 kDa e 10 kDa) e uma molécula da proteina NahE
(38,6 kDa). Outros 31,3% da massa apresenta um raio médio de 8,5 nm e uma
massa estimada de 498 kDa, sugerindo um oligbmero ainda maior entre essas

proteinas.

Tabela 10: Analise da proteina NahE por espalhamento de luz dindmico.

Raio (nm) Polidis?e?seividade Massa (kDa) % de Massa
4,5 13,1 112 68,2
8,5 21,8 498 31,3
76,5 14,0 85.937 0,2
3396,0 0 615.073.000 0,3

Uma hipétese para o fato observado é de que, na tentativa de auxiliar num
correto enovelamento, as chaperonas Cpn60 e Cpnl0 interagiriam fortemente com a
proteina NahE enovelada incorretamente. Ao realizar a etapa de cromatografia de
afinidade, a cauda de histidina de NahE interagiria com a coluna, parte das
chaperonas eram lavadas, mas outra parte permaneceria interagindo com NahE.
Quando as proteinas fossem eluidas, ocorreria a formagdo de um precipitado de
NahE nas fragbes que contivessem poucas chaperonas. Por estar num
enovelamento incorreto, NahE na auséncia dessas chaperonas, voltaria a ser
insoltvel e precipitaria, enquanto que na fracdo com chaperonas, NahE manteria-se

complexada com essas proteinas e seria carregada junto com elas para a fragdo
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solivel. Apds esse resultado, o gene nahE foi clonado em vetor pMCSG19C

utilizando o sistema LIC.

5.8 Clonagem e expresséo do gene nahE utilizando sistema LIC

Como exibido no item 5.1, o gene nahE foi amplificado por PCR utilizando uma
Tm de 45°C. O produto de amplificacdo foi purificado e tratado com a enzima T4

DNA polimerase para formar as caudas do sistema LIC.

Células de E. coli DH5a contendo os vetores pMCSG19C e pMCSG7 foram
crescidas e tiveram seus plasmideos extraidos e purificados. A digestdo do vetor
pPMCSG19C (aproximadamente 7500 pb) com a enzima de restricdo Sspl ocorreu de
forma eficiente segundo recomendacdes do fabricante, utilizando como teste 500 ug
de vetor e enzima na concentracdo de 5 U/ug de DNA, incubados a 37°C por 16 h
(Figura 23). Ocorreu o aparecimento de duas bandas de tamanhos aproximados de
4000 pb e 3500 pb, correspondentes a clivagem inespecifica da enzima Sspl em
outro local do vetor. Essa clivagem inespecifica, chamada de atividade estrela, pode
ser evitada, ou ao menos diminuida, utilizando quantidades menores de enzima,
diminuindo o tempo de reacdo ou a temperatura de incubacgéo. Apos a padronizacao
da digestdo do plasmideo, 3 ug do vetor foram digeridos utilizando 5 U/ug de Sspl. A
banda correspondente ao vetor linearizado, na altura de aproximadamente 7000 a

8000 pb foi excisada do gel, purificada e tratada com a enzima T4 DNA polimerase.
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Figura 23: Digestédo do vetor pMCSG19C utilizando a enzima Sspl.

P - 1 kb plus DNA Ladder; 1 - vetor fechado; 2 a 4 - Digestéao utilizando 5, 10 e 15 U/ug de Sspl.

O produto da mistura de inserto e vetor tratados com T4 DNA polimerase foram
inseridos em E. coli BL21, sendo obtidos varios transformantes. A maioria dos
clones testados por PCR de colbnia apresentaram-se como positivos para o gene
nahE. Um clone foi selecionado para o teste de expressdo. O processo desde a
amplificacdo do gene, digestdo e purificacdo do vetor, os respectivos tratamentos
utilizando T4 DNA polimerase, transformacéo das células e identificacdo dos clones
positivos, prontos para testes de expressao, levou cerca de 4 dias, mostrando que o
processo de clonagem utilizando o sistema LIC é realmente rapido.

Proteinas expressas no vetor pMCSG19C apresentam uma cauda de fusao
amino-terminal composta pela MBP, um sitio de clivagem reconhecido pela protease
TVMV, uma cauda de poli-histidina, um sitio de clivagem reconhecido pela TEV, e,
por fim, a sequéncia da proteina recombinante. A funcdo da MBP é auxiliar na
solubilidade da proteima recombinante, carreando a mesma para a fracdo soluvel. O
préprio vetor apresenta o gene da protease TVMV, sendo que sua expressao é
controlada pelo promotor P -tetO [65], diferente do que controla a expressdo da
proteina recombinante. Quando incorporado a organismos que nado produzem a
proteina repressora Tet, como a cepa BL21(DE3) de E. coli, o vetor pMCSG19C
expressa a protease TVMV constutivamente. Uma vez que a proteina alvo é
expressa e em fracdo soluvel, a cauda de fusdo MBP é clivada in vivo pela TVMV
protease, liberando a proteina recombinante ainda com uma cauda de histidina

amino-terminal. Essa cauda auxiliara na purificacdo por cromatografia de afinidade
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ao niquel, e por fim, serd clivada pela protease TEV. Utilizando esse sistema,
restardo trés residuos de aminoéacidos na regido amino-terminal da proteina, sendo
eles uma serina, uma asparagina e o terceiro dependera do iniciador desenhado
(como o codon deste obrigatoriamente inicia-se com uma guanina, o terceiro residuo
podera ser uma valina, alanina, aspartato ou glicina, sendo que para NahE, foi
optado por uma alanina).

NahE expressa nesse sistema e fusionada a cauda de histidina possui uma
massa tedrica de 39,33 kDa. Quando clivada pela protease TEV, sua massa teorica
vai para 36,909 kDa. Como a MBP ¢é clivada da proteina recombinante in vivo, ela
também dever& aparecer no gel de poliacrilamida-SDS, com uma massa de 42,351
kDa.

A expressdo em E. coli BL21 foi induzida pela adicdo de IPTG em
concentracgédo final de 1 mM em meio seletivo LB incubado a 37°C por 3 h. Amostras
foram coletadas a cada hora de expressdo (Figura 24). Ap6s o término da
expressao, foi feita a lise em tampao fosfato de sodio 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM.
Observa-se, apos a inducdo, o aparecimento das bandas de NahE e MBP, com
pesos moleculares aproximados do valor esperado. Andlises das fracGes sollvel e
insolavel indicaram que a 37°C, tanto NahE quanto MBP ficaram presentes na

fracdo insoluvel.

37kba >

Figura 24: Expressao da proteina NahE no vetor pMCSG19C em BL21 a 37°C, IPTG 1 mM.

P - padrdo de proteinas Bio-Rad; NI - expressao ndo induzida; 1 a 3 - tempos de expressdo de 1 a 3
h; S - fragao soluvel; | - fragdo insoldvel.
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Uma nova expressdo, para controle negativo, foi realizada utilizando E. coli
BL21 sem nenhum vetor de expressao. Foi adicionado IPTG em concentragéo final
de 1 mM e a cultura incubada a 37°C por 3 h. Foram analisadas em um mesmo gel
as amostras coletadas antes e apds a adicdo do IPTG na cultura de E. coli BL21
sem vetor (NI e TF, Figura 25), juntamente com a fracdo sollvel e insollvel da
expressdo de NahE a 37°C no vetor pMCSG19C (S e I, Figura 25).

P NI TF

37 kDa 2>

Figura 25: Controle negativo em BL21 induzida a 37°C, IPTG 1 mM.

P - padréo de proteinas Bio-Rad; NI - expresséo ndo induzida em BL21 sem vetor; TF - tempo final de
inducdo em BL21 sem vetor; S - fracdo sollvel da expressdo de NahE; | - fracdo insollivel da
expressao de NahE.

Como pode-se observar, h4 uma banda relativamente forte na mesma altura da
banda esperada para NahE, tanto no tempo antes da indugéo, como no induzido.
Essa banda é de uma proteina nativa de E. coli, presente também em outras
expressdes de proteinas recombinantes estudadas pelo grupo BioEst. A presenca
dessa banda na fracdo solluvel pode levar a conclusdo errbnea de que ha uma

pequena porcédo soluvel de NahE.

Uma nova expressao foi realizada a 30°C utilizando o mesmo clone de NahE
no vetor pMCSG19C. A expressao nessa temperatura foi induzida com IPTG nas
concentragoes finais de 1, 0,5 e 0,25 mM por 5 h. Foram coletadas fragdes no tempo
final de expressao. A lise foi realizada em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,4, sacarose
1%, tween-20 1% e glicerol 1%. Amostras das fracdes sollveis e insolaveis foram
analisadas por SDS-PAGE (Figura 26). Como pode ser observado pelo gel, a 30°C,

grande parte da MBP ficou em fracdo soltvel apos a lise, entretanto, NahE manteve-



71

se insoluvel. O resultado obtido foi bastante semelhante utilizando as trés

concentragcoes do agente indutor.

Figura 26: Expresséo da proteina NahE no vetor pMCSG19C em BL21 a 30°C, IPTG a 1, 0,5 e 0,25
mM.

P - padrdo de proteinas Bio-Rad; TF - tempo final da expressdo; A, B e C - indugdo com
respectivamente 1, 0,5 e 0,25 mM de IPTG; S - fragéo solivel; | - fracé@o insoltvel.

Também foi realizada uma expressdo do mesmo clone a 22°C por 16 h
utilizando IPTG na concentragao final de 0,5 mM. A lise ocorreu em tampao Tris-HCI
50 mM pH 7,4, sacarose 1%, tween-20 1% e glicerol 1%. Como pode ser observado

na Figura 27, a 22°C NahE permaneceu expressa em fracdo insoltvel.
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o =
37 kDa > - ‘

e

Figura 27: Expressao da proteina NahE no vetor pMCSG19C em BL21 a 22°C, IPTG a 0,5 mM.

P - padrédo de proteinas Bio-Rad; NI - expressdo ndo induzida; TF - tempo final de expressao; S -
fracdo soluvel; | - fragao insolavel.
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Como nova tentativa de obter NahE soltvel, o produto da mistura de inserto e
vetor tratados com T4 DNA polimerase foram inseridos em E. coli ArticExpress,
sendo obtidos varios transformantes. Todos 0s clones testados por PCR de coldnia
apresentaram-se como positivos para o gene nahE. Quatro clones foram
selecionados para o teste de expressao.

A expressdo dos clones em ArticExpress foi induzida com IPTG na
concentracdo final de 0,5 mM por 24 h a 12°C. O clone de nahE no vetor
pPMCSG19C inserido em E. coli BL21 também foi expresso com IPTG 0,5 mM a 12°C
por 24 h. A lise ocorreu em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,4, sacarose 1%, tween-20
1% e glicerol 1%. As amostras coletadas antes da inducdo, apds o término da
expressdo, e das fracbes sollveis e insoluveis foram analisadas por SDS-PAGE

(Figura 28).

Pode ser observado nas amostras do tempo final de inducéo as bandas de
expressdo de NahE e MBP, e nos clones em ArticExpress, também é observada a
banda da chaperona Cpn60. A 12°C h& uma grande solubilidade de Cpn60 e MBP.
A maior parte de NahE manteve-se em fracdo insolluvel, entretanto ocorreu o
aparecimento de uma pequena banda de NahE na fracao solUvel nos clones Al, A2
e A4 de ArticExpress. A fracdo soluvel desses clones foi unida e utilizada numa
etapa de cromatografia de afinidade.

NI TF S |
Al A2 A3 AA B Al A2 A3 A4 B Al A2 A3 AA B Al A2 A3 A4 B
W M—q

55-----‘-3;

BE= !I!Q.

Figura 28: Expressao da proteina NahE no vetor pMCSG19C em ArticExpress e BL21 a 12°C, IPTG
a 0,5 mM.

NI - expressao ndo induzida; TF - tempo final de expresséo; S - fragao solavel; | - fracdo insolavel; Al
a A4 - colbnias de ArticExpress; B -col6nia de BL21.
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5.9 Purificagdo de NahE expressa em vetor com sistema LIC

As amostras da fracéo soluvel da expressao de NahE no vetor pMCSG19C em
ArticExpress foi purificada em cromatografia de afinidade ao niquel. A coluna foi
previamente equilibrada com tampéao fosfato de sédio 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM,
imidazol 30 mM. A amostra foi injetada e apds a curva de absorbancia a 280 nm
retornar a valores proximos de zero (Figura 29 A), foi utilizado o step de imidazol na
concentracdo de 500 mM para eluir as proteinas que interagiram com a coluna.
Fracbes ao longo de todo processo foram coletadas e algumas analisadas por SDS-
PAGE (Figura 29 B).

Como pode ser observado no gel, a MBP e parte da chaperona Cpn60 nao
interagiram com a coluna sendo coletadas nas primeiras fragcbes da purificacdo
(canaleta 1, Figura 29 B). Durante a eluicdo da coluna foi obtido um pico de proteina
que foi coletado em 3 fragbes. A primeira fragdo do pico (canaleta 2) continha
basicamente Cpn60, a segunda fracdo continha uma mistura de Cpn60 e NahE
(canaleta 3), e a terceira fracdo continha somente NahE (canaleta 4). As duas
fracbes contendo NahE foram dialisadas contra tampéo fosfato de sédio 20 mM,
NaCl 500 mM para retirada do imidazol. Ocorreu a formacdo de um precipitado na
fracdo que continha apenas NahE. A fracdo com uma mistura de Cpn60 e NahE
manteve-se transcgucida e sem precipitados. A amostra em que ocorreu o precipitado
foi centrifugada e analisada por SDS-PAGE (dado ndo exibido), o resultado obtido

foi semelhante ao da Figura 22 C, em que NahE precipitou na auséncia de Cpn60.
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Figura 29: Purificagdo da proteina NahE por cromatografia de afinidade ao niquel.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em funcdo do volume de eluicdo da coluna em mL. Na caixa em detalhe o pico
obtido durante eluicdo com imidazol.

B — SDS-PAGE contendo algumas fra¢des da purificacdo. P - padréo de proteinas Bio-Rad; 1 - fragédo
que ndo interagiu com a coluna; 2, 3 e 4 - fragcdes correspondentes ao pico obtido durante a eluicdo
com imidazol.
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5.10 Reenovelamento de NahE

Devido a insolubilidade de NahE, optou-se pelo procedimento de expressao
insolivel em vetor pMCSG7, tratamento da fracdo insolUvel, purificacdo sob
condicbes desnaturantes e posterior reenovelamento. O vetor do sistema LIC foi
escolhido para expressao de NahE pela facilidade em obter clones positivos
rapidamente, quando comparados com o sistema do vetor pET28a-TEV. A digestao
do vetor pMCSG7 (aproximadamente 5300 pb) com a enzima de restricdo Sspl
ocorreu segundo o descrito para o vetor pMCSG19C no item 5.8. A banda
correspondente ao vetor linearizado foi excisada do gel, purificada e tratada com a
enzima T4 DNA polimerase. O produto da mistura de inserto e vetor tratados com T4
DNA polimerase foram inseridos em E. coli BL21, sendo obtidos varios
transformantes positivos. Novamente o processo de clonagem e obtencdo de clones
positivos utilizando o sistema LIC foi bastante rapido.

Proteinas expressas no vetor pMCSG7 apresentam uma cauda amino-terminal
de poli-histidina e um sitio de clivagem reconhecido pela TEV. Ao utilizar a protease
TEV, restardo trés residuos de aminoacidos na regido amino-terminal da proteina,
sendo eles uma serina, uma asparagina e o terceiro que dependera do iniciador
desenhado, neste caso, uma alanina. NahE expressa nesse sistema e fusionada a
cauda de histidina possui uma massa teérica de 39,37 kDa. Quando clivada pela

protease TEV, sua massa teérica vai para 36,909 kDa.

A expressdo em E. coli BL21 foi induzida pela adicdo de IPTG em
concentracgédo final de 1 mM em 300 mL de meio seletivo LB incubado a 37°C por 3
h. Amostras foram coletadas antes da inducdo e no tempo final de expresséo. Apés
o término da expressao, foi feita a lise em tampao fosfato de sédio 20 mM pH 7,4,
NaCl 500 mM. Observa-se, apés a inducao, o aparecimento da banda de NahE com
peso molecular aproximado do valor esperado (TF, Figura 30 A). Como esperado,
NahE foi expressa em fracdo insolavel. O tratamento da fragdo insoluvel ocorreu
conforme descrito no item 4.20. Amostras foram coletadas ao longo do tratamento e
analisadas por SDS-PAGE (T1 a T3 Figura 30 A). Apés o tratamento da fracdo
insoltvel, verificou-se a solubilizacdo de NahE em uréia na concentracdo de 5 M
(Figura 30 B). Procedeu-se entdo purificagdo por cromatografia de afinidade com

tampdes contendo uréia 5 M (Figura 31 A).
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Figura 30: Expressao de NahE em pMCSG7 em BL21 a 37°C e tratamento da fracéo insolavel.

P - padrdo de proteinas Fermentas; NI - expressao nao induzida; TF - tempo final de expresséao; S -
fracdo soluvel; | - fragéo insolivel; T1 e T2 - frag@o sollvel durante tratamento do precipitado; T3 -
fracdo final do tratamento do pellet, utilizada para a etapa de purificagao.
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Figura 31: Purificagdo da proteina NahE por cromatografia de afinidade em condi¢des desnaturantes.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em funcédo do volume de elui¢do da coluna em mL.

B — SDS-PAGE contendo algumas fracdes da purificacdo. P - padrao de proteinas Fermentas; 1 a 4 -
fracBes correspondentes ao pico obtido durante a eluicdo com imidazol.
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Apos a purificagdo, as fragbes contendo NahE foram unidas. Parte da amostra
foi diluida em tampéo fosfato de sodio 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM até a
concentracdo de uréia atingir 2 M. Outra parte da amostra foi diluida na mesma
proporcao utilizando o mesmo tampé&o porém contendo L-arginina na concentracao
final de 500 mM. As amostras, apos incubacdo por 16 h a 4°C, foram dialisadas
contra tampéo fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, para remocéo da uréia
e arginina. Houve formacdo de precipitado na amostra onde 0 reenovelamento
ocorreu sem arginina. Amostras coletadas antes e apés a dialise foram analisadas
por SDS-PAGE. Como pode ser observado na canaleta 3 Figura 32, ocorreu
precipitacdo de NahE no reenovelamento sem arginina, restando pouca ou nenhuma
NahE na fracdo solivel (canaleta 2). No reenovelamento com arginina, NahE

manteve-se sollvel (canaleta 1).

35kDa -

Figura 32: Reenovelamento da proteina NahE.

P - padrdo de proteinas Fermentas; ND - fracdo ndo dialisada; 1 - fracdo soluvel apds
reenovelamento contendo arginina; 2 - fracao sollvel apds reenovelamento na auséncia de arginina;
3 - fracdo insollvel apds reenovelamento na auséncia de arginina.

Parte da fracdo soluvel do reenovelamento contendo arginina foi submetida a
cromatografia de afinidade em coluna de niquel-sepharose. Como pode ser
observado pelo cromatograma dessa purificacdo (Figura 33), toda a amostra
protéica foi coletada nas primeiras fragdes. Ndo houve nenhum pico durante a
eluicdo da coluna, indicando que nenhuma proteina interagiu com a resina. Era
esperado que, por NahE ter a cauda de histidina amino-terminal, ficasse retida na
coluna e fosse eluida durante o gradiente com imidazol. A subida da curva azul

durante a eluicéo deve-se a absorbancia do imidazol a 280 nm.
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Figura 33: Cromatograma obtido durante a purificagdo por cromatografia de afinidade ao niquel da
proteina NahE reenovelada.

A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm medida em mAU em fun¢&o do volume de
eluicdo da coluna em mL.

Outra parte da fragdo soluvel do reenovelamento de NahE foi purificada por
cromatografia de exclusdo molecular. Como observado no cromatograma (Figura
34), houve um pico eluido proximo de 8 mL equivalente ao volume morto da coluna,

no qual sdo eluidas proteinas totalmente excluidas dos poros.
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Figura 34: Cromatograma obtido durante a purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular da
proteina NahE reenovelada.

A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm medida em mAU em fun¢&o do volume de
eluicdo da coluna em mL.
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Esse resultado indica um agregado protéico que atravessa a coluna
rapidamente sendo eluido antes de proteinas de massas moleculares menores. I1Sso
justificaria a falta de interacdo com a coluna de afinidade. Se NahE, apds o processo
de reenovelamento, se encontra enovelada incorretamente formando grandes
agredados soluveis, é possivel que as caudas de histidinas estejam escondidas
nesse aglomerado. Algumas das caudas, ocasionalmente expostas no aglomerado,

poderiam ser ineficientes em reté-lo na coluna de afinidade.

Foi possivel sequenciar cerca de 40% do gene de NahE no vetor pMCSG7 do
clone utilizado para a expressdao. Ndo ha mutacdes nas bases cobertas pelo
sequenciamento (Figura 35).

nahE ATGTTGRATRRAGTTATTRARRRCCACGCGTCTTACCGCTGARGATATCARCGGTGCCTGGRACTATARTGCCCRACACCGTE 80
nahE-pMCS3G7 ATGTTGAATARAGTTATTARARACCACGCGTCTTACCGCTGARGATATCARCGGTGCCTGGACTATARATGCCCACACCGTC 80
ke e e e e e e b e e e e e v e e e e e e b e e b b e e e e e s b e e el e e e s ke e e e e e e sl e ke e sl e e e e e sl she e e e e s ke ke ke e e e e e ek

nahE GACGCCTGATGCTTCTGAT TGGCGCAGCACTARCACTGTGGACTTAGACGAGACTGCCCGCATAGTTGRARGAGCTGATTS 160
nahE-pMCSGT GACGCCTGATGCTTCTGAT TGGCGCAGCACTARCACTGTGGACTTAGRACGAGRCTGCCCGCATAGTTGRAGRAGCTGATTG 160
e e ke ke e ke ke e ke ke e ke ke e e ke e ke ke e ke ke ek e e ke e e ke ke e ke e e ke e ek e e ke e e ke e e ke e e ke e e e ke ke ke e ke ke e ke e e ke ke e ke ke e ke e e ke e e ke e e ke
nahE CAGCTGGTGTCAACGGTATTTTAAGTAT GGG TACTTTIGGTGAGTGCGCCACGTTGACCTGGCGAGGAGRRACGTGATTAT 240
nahE-pMCS3G7 CAGCTGGTGTCAACGGTATTTTAAGTAT GGG TACTTTIGGTGAGTGCGCCACGTTGACCTGGCGAGGAGRRACGTGATTAT 240
e e ke ke e ke ke e ke ke e ke ke e e ke e ke ke e ke ke ek e e ke e e ke ke e ke e e ke e ek e e ke e e ke e e ke e e ke e e e ke ke ke e ke ke e ke e e ke ke e ke ke e ke e e ke e e ke e e ke
nahE GTTTCGACGGTTGTCGAGRACCATTCGTGGTCGTGTGCCTTATTTCTGTGGCACGACGGCCCTGRAATACCCGAGRAGTCAT 320
nahE-pMCSGT GTTTCGACGGTTGTCGAGRACCATTCGTGGTCGTGTGCCTTATTTCTGTGGCACGACGGCCCTGRAATACCCGAGRAGTCAT 320
e e ke ke e ke ke e ke ke e ke ke e e ke e ke ke e ke ke ek e e ke e e ke ke e ke e e ke e ek e e ke e e ke e e ke e e ke e e e ke ke ke e ke ke e ke e e ke ke e ke ke e ke e e ke e e ke e e ke
nahE CCGCCAGRACCCGAGRAGCTTATCGATATTGECGCTARCGGCACCATGCTAGGCGTGCCGATGTGEGTGARGATGGACCTGS 400
nahE-pMCS3G7 CCGCCAGRACCCGAGRAGCTTATCGATATTGECGCTARCGGCACCATGCTAGGCGTGCCGATGTGEGTGARGATGGACCTGS 400
e e ke ke e ke ke e ke ke e ke ke e e ke e ke ke e ke ke ek e e ke e e ke ke e ke e e ke e ek e e ke e e ke e e ke e e ke e e e ke ke ke e ke ke e ke e e ke ke e ke ke e ke e e ke e e ke e e ke
nahE CCRCAGCGGTCCAGTTCTATCGTGATGTTGCAGGCGOGETACCGGAGGCTGCCATTGCGATTTACGCCARCCCCGAAGCE 480
nahE-pMCS3G7 CC————— 402
e
nahE TTCARATTCGACTTCCCTCGCCCATTTTGEGCAGAGATGTCCARRAATTCCTCAGGTAGTGACTGCCAAGTATCTAGECAT S60

nahE-pMCSG7  ———m—m e

nahE CGGARTGCTTGACTTGGACCTGARATTGGCGCCTARCATCCGCTTCCTTCCACRCGAGGACGACTATTACGCGGCCGCAC 640
nahE-pMCSG7 ——-—-—— - oo oo o— oo oo

nahE GCATCAATCCCGAGCGCATAACCGCGTTCTGGTCARGCGGEGCCATGTGOGGCCCGECTACCGCTATCATGTTGCEGTGAT 720
nahE-pMCSG7T  ——————— - ————

nahE GAAGTGGAGCGGEGCCARGAGTACCGETGACTGGATCARGGCCARAGCCATCTCCGATGATATGCGTGCAGCCGATTCGAC 800
nahE-pMCSG7T  ——————— - ————

nahE ATTGTTTCCGCGTGECGACTTTTCGGAGTTCTCGAAGTATARCATCGGGCTTGRARRAGGCACGGATGGACGCGGCTGGETT 880
nahE-pMCSG7T  ——————— - ————

nahE GGCTCRAGGCTGGTCCCTGCCGTCCTCCCTACAATCTTGTTCCAGRARAGATTACCTCGTTGETGCACAGRARATCAGGCRAAG 960
nahE-pMCSG7 0 0——————mmm

nahE GCGTGGGCCGCGCTGCACGCTARATACAGTARRATAR 956
nahE-pMCSG7  ———-————— - oo oo oo oo —————

Figura 35: Sequenciamento de nahE em vetor pMCSG?7.
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5.11 Caracterizagdo da estrutura secundéria de NahE reenovelada

Para analisar as estruturas secundarias por Dicroismo Circular, a amostra
protéica deve estar numa faixa correta de concentracdo de acordo com o caminho
optico da cubeta utilizada. Uma vez que a técnica consiste em uma medi¢do de
absorbancia, em dltima instancia, ha um detector de fotons. Se a absorbéncia da
amostra + tampdo + cubeta € muito alta, ndo chegara luz suficiente ao detector e,
por tanto, um espectro significativo ndo sera registrado. Da mesma forma, se a
absorbancia da amostra + tampdo + cubeta é muito baixa, entdo a absorgdo
diferencial de luz circularmente polarizada a direita e a esquerda estara abaixo do
limiar de deteccdo do sensor. Através do aparelho Jasco, utilizado para os
experimentos de CD, é possivel observar a alta tensdo (HT) que controla a
intensidade luminosa sobre a amostra. A voltagem HT € diretamente proporcional a
absorbancia. Como a absorbancia sempre aumenta a medida que o comprimento de
onda diminui de 260 a 178 nm, € normal a voltagem HT aumentar a fim de que
possam chegar fétons suficientes ao detector para um registro confiavel. Entretanto,
se essa tensdo fica acima de 700 V, o detector estd saturado e a amplitude do
espectro ira oscilar descontroladamente e dados de ma qualidade serdo gravados
[39].

No caso da enzima NahE reenovelada, mesmo diluindo diversas vezes a
amostra, a voltagem HT do aparelho atingiu niveis limites de operacdo logo apos o
inicio da curva do espectro a 260 nm. Dessa forma nao foi possivel caracterizar as

estruturas secundarias em NahE apds o processo de reenovelamento.

5.12 Expresséo e purificacdo de NahK em vetor pET28a-TEV

A proteina NahK expressa no vetor pET28a-TEV apresenta a cauda de
histidina e sua massa tedrica foi estimada em 30,7 kDa. Utilizando a protease TEV
para clivagem da cauda, a massa de NahK vai para 28,91 kDa. Nessa construcao
utilizando o sitio da enzima Nhel no iniciador direto, ap0s clivagem por TEV, irdo
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restar no amino-terminal da proteina os residuos de aminoacidos glicina, histidina,

metionina, alanina e serina.

O primeiro teste de expressao de NahK foi feito em E. coli BL21 em 500 mL de
meio LB seletivo a 30°C por 5 horas sob agitacdo de 200 rpm. A inducao foi
realizada com IPTG na concentracgéo final de 0,5 mM. A lise foi realizada em tampéao
fosfato de sodio 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM. As amostras coletadas antes da
inducao, apos o término, e da fracdo soluvel e insoltvel foram analisadas por SDS-
PAGE (Figura 36).
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Figura 36: Expressao da proteina NahK no vetor pET28a-TEV em BL21 a 30°C, IPTG 0,5 mM.

P, - padrdo de proteinas Fermentas; NI - expressao ndo induzida; TF - tempo final de expressao; S -
fracdo soluvel; | - fracdo insolavel.

Verificou-se o aparecimento de uma banda de aproximadamente 30 kDa apés
a inducdo da expressao. Apesar da presenca de uma banda maior na fracdo
insolivel, ha uma banda consideravel na fracdo soluvel. A amostra foi entdo
submetida a cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP no sistema

AKTAprime plus.

A coluna foi previamente equilibrada com tampao fosfato de sédio 20 mM pH
7,4, NaCl 500 mM, imidazol 30 mM. A amostra foi injetada e apds a curva de
absorbéancia a 280 nm retornar a valores proximos de zero (Figura 37 A), foi utilizado
um gradiente de imidazol de 30 mM a 500 mM para eluir as proteinas que
interagiram com a coluna. Fracdes ao longo de todo processo foram coletadas e

algumas analisadas por SDS-PAGE (Figura 37 B).
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Figura 37: Purificagdo da proteina NahK por cromatografia de afinidade ao niquel.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em fung&o do volume de elui¢cdo da coluna em mL.

B — SDS-PAGE contendo algumas fragfes da purificagdo. P — padrdo de proteinas Fermentas; 1 —
fracdo que ndo interagiu com a coluna; 2 a 6 — fragbes correspondentes ao pico obtido durante a
eluicdo com imidazol.

As fracbes correspondentes ao pico de eluicdo (canaletas 2 a 6, Figura 37 B)
foram reunidas e dialisadas contra tamp&o fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4, NaCl 100
mM, para retirada do imidazol e excesso de sal. Devido a remocgé&o do sal, ocorreu a
formacao de precipitado, que foi centrifugado e analisado por SDS-PAGE. Uma
pequena parte da proteina NahK tornou-se insollvel, apesar disso, grande parte da
proteina manteve-se em fracdo solivel (dado n&o exibido). A fracdo soluvel da

amostra dialisada foi submetida a cromatografia de troca ionica.
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O pl tedrico de NahK fusionada com a cauda de histidina é de 5,65. A proteina
possui uma carga efetiva negativa em pH 7,4, ja que seus residuos carregados
estdo desprotonados. Dessa maneira, a proteina € capaz de fazer pontes salinas
com a resina da coluna de troca ibnica que esta carregada positivamente. Passando
pela coluna um tampéao em pH 7,4 mas com concentragdes cada vez maiores de
NaCl, ocorre a eluicdo das proteinas ligadas na coluna, ja que had competicdo pelas
cargas positivas entre os ions cloreto e as proteinas, ambos carregados

negativamente.

O cromatograma obtido na purificagdo em coluna de troca ionica utilizando o
tampéo fosfato de sodio 20 mM e NaCl 100 mM, e amostras coletadas ao longo da
purificacdo analisadas por SDS-PAGE estédo representadas na Figura 38. Como
pode ser observado pela curva de absorbancia a 280 nm no cromatograma, grande
parte das proteinas ndo interagiram com a coluna, enquanto que uma pequena
porcdo foi eluida durante o gradiente de NaCl. As fraces analisadas por SDS-PAGE
mostram a presenca em grande quantidade de NahK tanto nas fracfes que nao
interagiram com a coluna, quanto na fracdo correspondente ao pico durante a
eluicdo, e que os mesmos contaminantes estavam presentes em todas as fragdes
(Figura 38 B).
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Figura 38: Purificagdo da proteina NahK por cromatografia de troca ibnica.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em funcéo do volume de elui¢do da coluna em mL.

B — SDS-PAGE contendo algumas frag8es da purificacdo. P — padrdo de proteinas Fermentas; 1 e 2
— fracdes correspondentes ao volume de eluicdo de 0 a 20 mL que ndo interagiram com a coluna; 3 —
fracdo obtida durante a lavagem da coluna correspondente ao volume de eluicdo de 20 a 30 mL; 4 -
fracdo correspondente ao pico obtido durante a elui¢cdo entre 30 e 40 mL.

Todas as fracBes contendo NahK provenientes da troca i6nica foram unidas,
dialisadas contra tampéao Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM, e submetidas a uma
nova cromatografia de troca ionica em coluna RESOURCE Q equilibrada com o
mesmo tampédo da dialise. Devido a menor concentracdo de NaCl, esperava-se que
NahK ficasse totalmente retida na coluna. Amostras coletadas durante a purificagao
foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 39 B). Mesmo com a diminuicdo de NacCl

na amostra, observa-se que uma grande parte da amostra ndo interage com a
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coluna, e que uma por¢cado menor € eluida durante o gradiente crescente de NacCl
que se inicia nos 30 ml do volume de eluigdo (Figura 39 A). Através do gel verifica-
se a presenca de NahK em grande quantidade tanto nas fracbes que nao
interagiram com a coluna, quanto nas fracdes correspondentes ao pico durante a
eluicdo. Visto que essa etapa de cromatografia de troca idnica ndo estava gerando

resultados satisfatérios, ela foi removida das estratégias para purificacdo de NahK.
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Figura 39: Purificacdo da proteina NahK por cromatografia de troca ibnica.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em fun¢&o do volume de elui¢do da coluna em mL.

B — SDS-PAGE contendo algumas fragdes da purificagcdo. P - padrédo de proteinas Fermentas; 1 a 3 -
fracBes que ndo interagiram com a coluna correspondentes ao volume de eluicio de 0 a30 mL;4e 5
- fragBes provenientes da eluicdo correspondentes ao volume de eluicdo de 30 a 40 mL.
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As fragOes contendo NahK foram novamente unidas e submetidas a uma nova
purificagdo por cromatografia de afinidade com o intuito de concentrar a amostra,
que estava diluida apés as tentativas de purificagdo por troca ibnica. O
cromatograma dessa etapa esta representado na Figura 40. Posteriormente, as
fracOes do pico de eluicdo foram unidas, dialisadas contra tampéo Tris-HCI 50 mM
pH 7,4, NaCl 50 mM e dosadas em espetrofotometro, atingindo uma concentragao
de aproximadamente 3,45 mg/mL (9 mL totais, correspondendo a aproximadamente
31 mg de proteina). Parte da amostra foi utilizada nos testes de clivagem pela

protease TEV.
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Figura 40: Cromatografia de afinidade ao niquel de NahK para concentracdo da amostra.

A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm medida em mAU em func¢éo do volume de
eluicdo da coluna em mL.

5.13 Clivagem de NahK pela protease TEV

Aliguotas contendo 0,1 mg de NahK foram submetidas a clivagem com 0,005
mg (5% m/m) e 0,02 mg (20% m/m) de TEV, por 3, 6 e 16 h a 25°C. Apos o tempo
de clivagem, as amostras foram incubadas em banho maria a 100°C e misturadas

com matriz para serem analisadas por MALDI-TOF.
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A massa teorica de NahK fusionada a cauda de histidina é de 30,725 kDa, e de
28,919 kDa clivada pela TEV. Pelas analises dos perfis de massas obtidos (Figura
41), a clivagem por 3 e 6 h utilizando 5% e 20% de TEV apresentaram resultados
semelhantes, apresentando picos de massa de aproximadamente 28,890 kDa. A
clivagem utilizando 5% e 20% por 16 h apresentou picos de massas menores que 0
esperado, de 28,770 kDa e 25,829 kDa. A concentracdo de 5% de TEV por 3 h foi

selecionada para a protedlise em maior escala.
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Figura 41: Perfis de massas da clivagem de NahK utilizando 5% de TEV.

A - NahK fusionada com a cauda de histidina; B, C e D - Clivagem utilizando 5% de TEV por 3, 6 e 16
h respectivamente.
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5.14  Purificagdo de NahK sem cauda de histidina

Com o objetivo de separar a protease TEV e NahK recombinante, agora sem
cauda de histidina, uma segunda etapa de purificacao foi realizada por cromatografia
de afinidade ao niquel. Uma vez que a protease TEV possui a cauda de histidina, ela
ficard retida na coluna juntamente com algumas moléculas de NahK eventualmente
nao clivadas, assim como os contaminantes que interagiram com a coluna durante a

primeira etapa de cromatografia de afinidade.

Uma quantidade maior de NahK, aproximadamente 15 mg, foi clivada com 5%
m/m de TEV a 25°C por 3 h. Uma pequena quantidade da amostra nao clivada e
clivada de NahK, assim como uma amostra da protease TEV foi analisada por
MALDI-TOF (Figura 42).

104
o,
g 28,916 kDa
£
081 28,147 kDa
30,589 kDa
0.6
0.4
|
0.24
D'Ull"lllll"l\ljlklllllllllllllllll-'wl"llll“'
20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000 55000

miz

Figura 42: Perfil de massas de NahK néo clivada (curva azul), clivada (curva verde), e protease TEV
(curva vermelha).
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Pelo perfil de massas é possivel observar o pico correspondente a massa de
NahK nédo clivada (curva azul, massa tedrica de 30,725 kDa, massa observada de
30,589 kDa) e a massa da protease TEV (curva laranjada, massa tedrica de 28,137
kDa, massa observada de 28,147 kDa). Apds a clivagem €& possivel verificar a
diminuicdo de massa de NahK (pico maior, curva verde, massa tedrica de 28,919
kDa, massa observada de 28,916 kDa) e visualizar também a presenca da protease

TEV (pico menor, curva verde).

A amostra contendo a proteina clivada foi injetada em coluna previamente
equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 50 mM, imidazol 30 mM. Pelo
cromatograma pode ser observado que a maior parte da fracdo protéica nao
interagiu com a coluna (Figura 43 A). Pequenos picos foram observados durante a

eluicdo. Algumas fracdes foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 43 B).

Como esperado, apés a clivagem, a proteina NahK recombinante ndo mais
interagiu com a coluna de afinidade (canaletas 1 a 3). Os picos obtidos durante a
eluicdo da coluna (correspondentes as bandas nas canaletas 4 a 7) séo,

provavelmente, de NahK ndo clivada, protease TEV e contaminantes.
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Figura 43: Purificagdo da proteina NahK clivada por cromatografia de afinidade.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em fun¢&o do volume de elui¢cdo da coluna em mL.

B — SDS-PAGE contendo algumas fra¢des da purificagcdo. P - padrdo de proteinas Fermentas; 1 a 3 -
fracBes que néo interagiram com a coluna correspondentes aos volumes de eluicdo de 0 a 20 mL; 4 a
7 - fracBes provenientes da eluigdo com imidazol correspondentes ao volume de eluicdo de 45 a 75
mL.

A fracdo contendo NahK clivada foi submetida por fim a uma cromatografia de
exclusdo molecular, onde as proteinas sado separadas por massa. Para isso 500 uL
de NahK clivada foram injetados em coluna Superdex 200 10/300 GL (GE
Healthcare) previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 50
mM. O perfil cromatografico e o gel de poliacrilamida-SDS das fracdes coletadas

durante a purificacdo estdo representados na Figura 44. Através do volume de
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retencdo do pico foi possivel estimar que NahK se comporta em solugdo como uma

particula de massa de 30 kDa, indicando que NahK & monomérica
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Figura 44: Purificagdo da proteina NahK clivada por cromatografia de exclusao molecular.

A - Cromatograma obtido durante a purificagdo. A curva em azul representa a absorbancia a 280 nm
medida em mAU em funcéo do volume de elui¢do da coluna em mL.

B — SDS-PAGE contendo algumas fra¢des da purificacdo. P - padrdo de proteinas Fermentas; Pico —
fracBes correspondentes ao pico principal obtido durante a purificacéo.

Com todas as etapas de expressao, purificacdo e clivagem pela TEV
estabelecidas para NahK a proteina foi expressa em 2 L de meio seletivo LB liquido
a 30°C por 5 horas sob agitacao de 200 rpm, induzida por IPTG em concentracdo de
0,5 mM. A lise foi feita em 40 mL de tampéo fosfato de sédio 20 mM pH 7,4, NaCl
500 mM. A fracao solavel foi purificada por cromatografia de afinidade ao niquel. Um
pico de proteina foi obtido durante a eluigdo da coluna e suas frac6es foram unidas e
dialisadas contra tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 100 mM para remover
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imidazol e diminuir quantidade de NaCl. Apés didlise, a amostra foi centrifugada e a
fracdo soluvel dosada em espectrofotdbmetro, sendo sua concentracdo estimada em
12,8 mg/mL. A quantidade total obtida de NahK foi de aproximadamente 120 mg,
sendo que 40 mg de proteina foram utilizados na clivagem por protease TEV na
proporcdo de 5%, a 25°C por 3 horas. A amostra, apos o tempo de clivagem, foi
submetida a um segundo passo de cromatografia de afinidade. A fracdo
correspondente a NahK clivada e purificada foi dialisada contra tampé&o Tris-HCI 50
mM pH 7,4, NaCl 50 mM para remocéo do imidazol e diminuir a concentracdo de
NaCl. Posteriormente, a amostra de NahK clivada, assim como a amostra ndo
clivada, foram concentradas e purificadas através de cromatografia de exclusédo
molecular. As fracdes purificadas das proteinas NahK clivada e nao clivada foram
concentradas até chegar a uma concentracdo de 11 a 12 mg/mL, estando assim

prontas para os ensaios de DLS, CD e testes de cristalizag&o.

5.15 Caracterizacdo do estado de agregacdo de NahK

Os dados obtidos no ensaio de DLS da proteina NahK estdo representados na
Tabela 11. Pode se observar que 99,4% da massa € formada por moléculas com
raio médio de 2,4 nm e massa molecular de aproximadamente 25 kDa. A massa
tedrica de NahK clivada é de 28,919 kDa, portanto, pode-se inferir que a proteina
apresenta-se como mondémero em solucdo. Este dado confirma o resultado obtido
através da cromatografia de exclusdo molecular, que indicou, pelo volume de
retencdo do pico de NahK, que a proteina comportava-se como uma particula de

aproximadamente 30 kDa.

A polidispersividade de 99,4% da massa das moléculas foi inferior a 1%,
indicando que NahK encontra-se monodispersa, ou seja, a maior parte das proteinas
NahK na solu¢do séo particulas com o mesmo tamanho. Esse resultado sugere que

a amostra estad adequada para os ensaios de cristalizacao.
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Tabela 11: Andlise da proteina NahK por espalhamento dindmico de luz.

. % de o
Raio (nm) Polidispersividade Massa (kDa) % de Massa
2,4 <1 25 99,4
22,1 <1 4.705 0,1
190,1 12,5 723.896 <0,1

5.16 Caracterizacdo da estrutura secundéria de NahK

A estrutura secundaria de NahK foi caracterizada através de Dicroismo
Circular. O espectro obtido para a proteina em Tris-HCI 5 mM pH 7,4, NaCl 5 mM a
20°C esta representado na Figura 45. O gréfico foi gerado com a elipcidade molar
(deg.cm®.dmol™) em funcéo do comprimento de onda (nm). Através desse perfil é
possivel concluir que NahK encontra-se enovelada com estruturas em hélices-a e
fitas-pB, devido a presenca das bandas negativas em 222, 218 e 208 nm e positivas
proximas de 196 nm.
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Figura 45: Espectro de Dicroismo Circular da proteina NahK em Tris-HCI pH 7,4 5mM, NaCl 5mM a
20°C.
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Através da andlise do espectro obtido durante a desnaturagdo da proteina de
20 a 90°C, em intervalos de 5°C, verifica-se a perda de estrutura secundaria a
medida que a temperatura € elevada (Figura 46). Ocorre uma mudanca perceptivel
no padrdo do espectro entre 60 e 70°C, indicando que a desnaturacdo em maior

grau de NahK ocorre nessa faixa de temperatura.
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Figura 46: Espectro de Dicroismo Circular da proteina NahK em Tris-HCI pH 7,4 5mM, NaCl 5mM em
diferentes temperaturas.

A deconvolucédo dos dados brutos obtidos do CD foi feita com o programa
CDNN 2.1. Com os dados da deconvolucdo, foi gerado um grafico de barras
exibindo a porcentagem das estruturas secundarias em funcdo da temperatura
(Figura 47). Pode-se observar a perda de estruturas em a-hélice e o ganho de
estruturas aleatérias e em folhas-B com o aumento da temperatura. O ganho de
estruturas aleatoérias juntamente com a perda de a-hélices é evidenciado no intervalo

entre as temperaturas de 60 e 70°C.
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Figura 47: Deconvolucao dos dados do espectro da Figura 46 feito pelo programa CDNN 2.1.

A porcentagem de estruturas hélices-a a 20°C foi de aproximadamente 37%,
de fitas-3 de aproximadamente 32% e de estruturas randbmicas de
aproximadamente 32%. Esse resultado é consistente com a porcentagem de
residuos de aminoacidos presentes nas estruturas secundarias da proteina HpcG de

E. coli [55] que possui 41% de identidade com NahK.

5.17 Ensaios de cristalizagdo de NahK

A maioria das 96 condicdes de cristalizacdo testadas utilizando uma
concentracdo de 12 mg/mL de NahK gerou um precipitado amorfo constituido de
proteina insoluvel e provavelmente desenovelada. Entretanto, em algumas
condi¢cbes, surgiram nucleacdes com a formacdo de microcristais; em outras,
pequenos monocristais foram observados (Figura 48). Melhores resultados foram
obtidos nas gotas que continham a propor¢édo de 2 pL de proteina para cada pL da
condicdo de cristalizacdo. Em alguns casos houve nucleacdo e crescimento de
pequenos cristais tanto em amostras de NahK clivada, quanto com NahK néo
clivada, evidenciando que, em algumas condicdes, a cauda de histidina ndo foi um
empecilho para a cristalizacdo. Alguns cristais cresceram em dois dias, enquanto

outros levaram cerca de 3 a 4 semanas.

As condi¢des com formacgéo de microcristais ou pequenos monocristais foram

amplificadas variando-se a concentracdo de precipitante e o pH do tampé&o. Por
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exemplo, a condi¢do n° 22 do kit Crystall Screen 1 é acetato de sédio trihidratado
200 mM, Tris-HCI 100 mM pH 8,5, 30% PEG 4000. Dessa maneira, foram realizados
ensaios de cristalizacdo utilizando acetato de sodio trihidratado 200 mM, Tris-HCI
100 mM pH 6,5 a pH 10,5, e PEG 4000 nas concentracdes de 18 a 34%. Com esse
método, a partir de uma condigcdo de cristalizacdo, sdo geradas outras 24. Para a
condigéo utilizada como exemplo, monocristais maiores e menos ramificados foram
obtidos em pH 8,5 a 10,5 e concentracéo de 26 a 30% de PEG 4000.

Figura 48: Cristais de NahK em condi¢Bes promissoras de cristalizacao.
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Alguns cristais foram submetidos a difrag&do de raios-X na linha de luz MX1 do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron. A maioria dos cristais obtidos dos ensaios é
de proteina, exibindo padrdes de difracdo com centenas de reflexdes. Alguns
difrataram muito bem, gerando reflexbes intensas em resolucdo superior a 2.0
angstrons. O padrdo de difragdo de um cristal de NahK obtido da condi¢cdo de
cristalizacdo acetato de sodio 200 mM, Tris-HCI 100 mM pH 10,5, 30%

polietilenoglicol 4000 (seta vermelha Figura 48) esta representado na Figura 49.

Figura 49: Padrao de difracdo de cristal de NahK.
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Podem-se notar centenas de reflexdes de intensidades diferentes do centro a
borda da imagem (reflexdes correspondentes a dados de baixa e de alta resolucéo,

respectivamente).

Para esse cristal, foi coletado um conjunto de 477 imagens de 30° a 507°.
Cada imagem foi obtida expondo o cristal ao feixe de raios-X por 45 segundos,
rotacionado de 1° durante esse tempo. O detector ficou a uma distancia de 85 mm
do cristal. As imagens foram analisadas pelo programa iMosflm, sendo o cristal
identificado como pertencente ao grupo espacial monoclinico P2;. Outros dados

obtidos para esse conjunto de imagens estéo representados na Tabela 12.

Tabela 12: Dados coletados do cristal de NahK. Dados de alta resolucdo estao exibidos entre
parénteses.

NuUmero de imagens 477
Oscilacao (°) 1,0
Grupo espacial P2,
Parametros de célula unitaria (A,°) a=77,49; b=43,75; c=79,49; p=118,21
Resolucéo (A) 19,97-1,72 (1,82 - 1,72)
N° total de reflexdes 481.814 (68.068)

N° de reflexdes Unicas 50.040 (7.284)
Redundancia 9,6 (9,3)
Rmerge (%) 7,1 (48,5)

Completeza (%) 99,9 (100,0)
<I>/<o(l)> 24,2 (4,9)
Mosaicidade (°) 0,51

Os dados de difragdo foram obtidos no ultimo trimestre de 2010, bem préximo
da data sugerida para término desta dissertacdo. Assim, 0S passos seguintes de
determinacao estrutural com base nos dados coletados serdo desenvolvidos nos
proximos meses. Os dados serdo usados em procedimentos de Substituicdo
Molecular utilizando a proteina HpcG de E. coli [55] como modelo de busca (codigo
PDB 2EB4). Estas proteinas compartilham 41% de identidade.
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6. DISCUSSAO
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O petréleo é um dos recursos nhaturais do qual a sociedade € bastante
dependente. A exploracéo e utilizacdo de seus derivados acaba por contaminar o
ambiente com grandes quantidades de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.
Diante da toxicidade desses compostos torna-se evidente a necessidade de
remediacdo das &reas contaminadas. Diversos microrganismos adquiriram a
capacidade de utilizar esses poluentes como fonte de energia. A biorremediacao,
como excelente alternativa, utiliza desses microrganismos ou suas enzimas para

degradar os contaminantes a moléculas inertes como CO; e H;0.

A bactéria Pseudomonas putida G7 se destaca por possuir um plasmideo que
codifica enzimas capazes de degradar completamente o naftaleno, que é um dos
compostos téxicos presentes nos derivados de petréleo. E importante o estudo
aprofundado das enzimas participantes dessa via de degradacédo a fim de utiliza-las

futuramente como biorremediadores.

A fim de entender melhor os processos bioldgicos envolvidos nas interaces
proteina-proteina e proteina-ligantes para o reconhecimento de substratos e
atividades enzimaticas, a cristalografia de proteinas tem-se mostrado de extrema
importancia. Através dessa técnica, € permitindo identificar detalhes importantes em
nivel atdbmico das estruturas das proteinas e associd-los com suas funcbes

especificas.

Para que as enzimas sejam caracterizadas estruturalmente, o uso de proteinas
recombinantes torna-se essencial ja que sdo necesséarias grandes quantidades de
proteina para realizar os ensaios de cristalizacdo e para o crescimento de cristais de
qualidade para difracdo e coleta de dados. As vantagens de se usar um sistema de
expressao heterélogo incluem um grande rendimento na obtencdo da proteina,
facilidade em purifica-la por meio de caudas de afinidade e possibilidade de incluir

modificacdes na cadeia polipeptidica ou expressdo de dominios isolados.

Diante da problematica das contaminagcfes por HAPs, a possibilidade do uso
da biorremediacdo para controle deses contaminantes e a necessidade de
caracterizagdo estrutural das enzimas da via de degradacdo do naftaleno, as
enzimas NahE e NahK foram selecionadas como alvo para estudos estruturais neste

trabalho.
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As predicdes in silico sugeriram a auséncia de dominios de hélices
transmembrana para as duas proteinas, sendo assim, o0s iniciadores para
amplificacdo dos genes foram desenhados de forma a amplifica-los em sua
totalidade para que a expressdo das proteinas recombinantes fossem mais

semelhante possivel de suas sequencias de residuos nativas.

Os genes nahE e nahK foram amplificados utilizando temperaturas de
anelamento préximas das T, previamente estabelecidas durante o desenho dos
iniciadores. Embora os sequenciamentos de alguns clones (tanto para nahE, quanto
para nahK) permanecessem inconclusivos em algumas regides dos genes, e em
alguns clones houvessem mutacdes, foi possivel confirmar a janela de leitura e que

as construcdes trabalhadas correspondem as sequéncias génicas alvo.

Inicialmente, NahE recombinante foi expressa na fracao insoltvel a 37°C em E.
coli. BL21(DE3) utilizando o vetor pET32a-TEV. Diversos testes de expressdo em
temperaturas mais baixas foram realizados na tentativa de obter NahE expressa em
fracdo soluvel, sem sucesso. Normalmente, a expressdo de proteinas sollveis
corresponde o primeiro gargalo em todo o processo de obtencdo de proteinas

recombinantes para estudos estruturais.

Devido a insolubilidade de NahE em BL21(DE3), foram realizados testes de
expressdo em E. coli ArticExpress(DE3) utilizando o vetor pET32a-TEV. Também
foram realisados testes utilizando o vetor pMCSG19C expresso tanto em E. coli
BL21(DE3) quanto em ArticExpress(DE3). Apesar da obtencdo de pequenas
quantidades de NahE em fracao solavel utilizando ArticExpress, verificou-se que,
com 0 uso dessa cepa tanto com a expressao no vetor pET28a-TEV, quanto com a
expressao no vetor pMCSG19C, ocorreu uma falsa solubilidade de NahE ao formar

complexos de chaperoninas com a proteina recombinante.

O processo de reenovelamento possibilitou a obtencdo de NahE em fracdo
soluvel e sua purificagéo parcial, entretanto, foi possivel identificar por cromatografia
de exclusdo molecular que NahE reenovelada permanecia soltvel na forma de um

grande aglomerado, impossibilitando assim sua utilizagéo para estudos estruturais.

Apesar dos resultados de solubilidade indesejaveis para NahE, foi possivel
confirmar a grande eficiéncia do sistema de Clonagem Independente de Ligacao,
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sendo que o processo, desde a amplificacdo do gene até a obtencdo de clones
expressando a proteina, foi excepcionalmente rapido.

O gene nahK foi clonado em pET28a-TEV e a proteina recombinante foi
expressa parcialmente solivel em E. coli BL21(DE3) a 30°C. Mesmo sendo
observada grande quantidade de proteina recombinante presente na fracédo
insolavel, o rendimento de proteina sollvel apds primeira etapa de cromatografia de

afinidade atingiu aproximadamente 60 mg/L de expressao.

A proteina NahK apresenta um pl teorico de 5,18. Os tampdes utilizados tanto
para as etapas de lise das células de expressdo quanto para as etapas de
purificagdo utilizam pH 7,5. NahK em solugdo no pH dos tampdes utilizados
apresenta uma carga liquida negativa, possibilitando o uso de troca aniénica como
estratégia para purificacdo. Apesar disso, as tentativas de purificacdo de NahK
utilizando esse tipo de cromatografia ndo se mostraram efetivas, sendo adotada
apenas duas cromatografia de afinidade para purificagéo.

Apoés a primeira etapa de purificacdo por afinidade e clivagem com protease
TEV, a proteina recombinante NahK permaneceu com 5 residuos de aminoacidos
(GHMAS) além de sua sequéncia nativa. O peso molecular da enzima foi
determinado por espectrometria de massa e o valor registrado foi bastante préximo
do tedrico. Um elevado nivel de pureza foi obtido ap6s duas etapas de cromatografia

de afinidade.

Algumas caracteristicas estruturais de NahK recombinante foram determinadas
por Espalhamento Dindmico de Luz e Dicroismo Circular. Os ensaios de DLS
indicaram a monodispersividade das amostras de NahK e uma estrutura

monomeérica em solucéo.

Através dos ensaios de CD foi possivel verificar a presenca de estruturas
secundarias em NahK recombinante. A curva de desnaturacdo apresentou
estabilidade até aproximadamente 60°C, sendo que a 65°C ocorre uma mudanca
abrupta na forma da curva, indicando grandes mudangas estruturais. Através da
deconvolucdo dos dados foi possivel confirmar a presenca de estruturas
secundarias na proteina, que apresenta hélices-a, fitas-B e regides aleatorias. A

deconvolucdo dos dados da curva de desnaturacao evidencia uma perda acentuada
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de estruturas em hélices-a bem como o aumento de estruturas randémicas e em

fitas-p & medida que ocorria 0 aumento de temperatura.

Os resultados dos géis de SDS-PAGE apds as etapas de purificacéo,
juntamente com os ensaios de DLS da proteina NahK evidenciaram que a amostra
estava adequada aos testes de cristalizacao, apresentando elevado grau de pureza
e monodispersividade.

Os testes de cristalizacdo foram realizados utilizando 96 condicdes
precipitantes. Os resultados desse ensaio foram bastante promissores sendo
identificados diversas condicdes onde houveram nucleacbes e crescimento de
pequenos cristais. A partir dessas condi¢cdes promissoras, outras condicbes de
cristalizacdo foram testadas, sendo que houve um rapido crescimento de
monocristais na solucdo de acetato de sédio 200 mM, Tris-HCI 100 mM pH 10,5,
30% polietilenoglicol 4000.

A difracdo de vérios cristais provindos dessa condicdo foi testada e
obteviveram-se padrbes de difracdo caracteristicos de cristais de proteina. O cristal
gue apresentou maior poder de difracdo, com reflexdes intensas em alta resolucao,
foi utilizado para a coleta de um conjunto de dados. A partir desse conjunto sera
possivel, através de Substituicdo Molecular, a resolugdo da estrutura tridimensional
de NahK recombinante.
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7.CONCLUSAO



105

¢ A proteina recombinante NahE apresentou-se insolluvel quando expressa em

E. coli BL21(DE) em diversas temperaturas.

e Quando expressa em E. coli ArticExpress(DE3), NahE recombinante formou
complexos com chaperoninas, que mascararam sua insolubilidade. Nao foi possivel

obter NahE soluvel livre de chaperoninas.

¢ O processo de reenovelamento ndo se mostrou efetivo para a obtencéo de

NahE recombinante em forma solUvel e monodispersa.

e A proteina recombinante NahK apresentou-se parcialmente solGvel quando
expressa em E. coli BL21(DE3) a 30°C.

¢ A massa molecular da proteina recombinante NahK, apés clivagem da cauda
de afinidade, determinada por espectrometria de massa MALDI-TOF, foi bastante

proxima do valor tedrico esperado.

e Em solucdo, NahK recombinante apresentou-se monodispersa e monomeérica.

e Foi possivel obter grandes quantidades de NahK recombinante com elevado

grau de pureza utilizando duas etapas de cromatografia de afinidade.

oA proporcdo de estruturas secundarias de NahK recombinante é de
aproximadamente 37% de hélices-a, 32% de fitas-B e 32% de estruturas
randémicas. Esses valores foram préximos dos valores observados nas estruturas

secundarias da proteina HpcG de E. coli que possui 41% de identidade com NahK.

¢ A condicao de cristalizacdo contendo acetato de sédio 200 mM, Tris-HCI 100
mM pH 10,5, 30% polietilenoglicol 4000 premite o crescimento de monocristais de

NahK que difratam em resolu¢cdes maiores que 2 angstrons.
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8. PERSPECTIVAS
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¢ Concluir a determinacéao estrutural de NahK recombinante por meio da técnica

de Substituicdo Molecular;

e Estabelecer colaboracdes internacionais com grupos capazes de produzir 0os

substratos especificos de NahK para teste de atividade enzimatico;

e Realizar testes de atividade de NahK com moléculas analogas ao substrato;

eResolver a estrutura tridimensional de NahK complexada com ligantes

analogos ao substrato;

e Clonar e coexpressar 0os genes nahK e nahL a fim de se obter cristais para a

resolucao da estrutura tridimensional desse complexo;

eMedir a interacdo de NahK e analogos do substrato por Calorimetria de

Titulacdo Isotérmica,;

e Utilizar os produtos da reacdo enzimética de NahE para auxiliar em seu

reenovelamento e estabilidade da estrutura;

eClonar o gene nahE em vetores de expressdao pMCSG9 e pMCSG10, que
utiliza caudas de fusdo amino-terminal de Proteina Ligadora de Maltose e Glutationa
S-Transferase;

e Utilizar outras cepas bacterianas para expressado de NahE recombinante.
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