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RESUMO

A heme proteina sensora DevS esta diretamente envolvida no processo de
dorméncia do Mycobacterium tuberculosis, o qual esta associado a sua persisténcia
na populacéo. Entender o funcionamento desse sensor se mostra fundamental para
o planejamento de novos agentes terapéuticos. Neste trabalho foi produzida e
purificada a proteina DevS recombinante, tendo sido realizados estudos
espectroscopicos e cromatograficos. Espectroscopia eletrébnica no UV-vis foi
empregada para avaliar a estabilidade do dominio heme frente a agentes
desnaturantes, obtendo-se parametros fisico-quimicos que mostraram ser este
dominio mais estavel frente a ureia que a cloridrato de guanidinio, e ainda mais
estavel na forma oxi-DevS (Fe'-0,), inativa, que na carboxi-DevS (Fe"-CO), ativa.
Estudos de fluorescéncia mostraram que ha alteracdo do microambiente dos
triptofanos quando alterou-se da forma inativa para ativa. Adicionalmente, com uso
da sonda fluorescente bis-ANS foi possivel medir de forma indireta a afinidade de
metais divalentes como Mg?*, Ca®*, Mn** e Zn**, que tem papel importante para o
funcionamento da atividade histidina quinase. Curiosamente, essas afinidades néo
se alteraram quando a enzima fora ativada, indicando o n&do envolvimento da
afinidade aos metais na transducéo de sinal. As medidas de dicroismo circular (CD),
mostraram similaridade de estruturas secundarias entre as formas ativa, Fe' deoxi, e
inativa, Fe"-O,, composta majoritariamente, por a-hélices. Todavia, na regi&o do UV
proximo na forma oxi h&4 alteracdes expressivas dos residuos arométicos em
consisténcia com as medidas de fluorescéncia. O CD da regido do grupo heme néo
mostrou alteracdes na orientacdo dos propionatos e vinilas entre as formas ativas e
inativas, diferentemente do que fora observado para proteinas analogas como a
FixL. Estudos cromatograficos, empregando filtracdo em gel analitica, mostraram a
proteina DevS como dimero, tetramero e octamero, ndo relatado para proteinas
analogas. Surpreendentemente, as formas ativas desta proteina exibiram
majoritariamente a forma octamérica, enquanto as inativas favorecem as
tetraméricas e diméricas. Estas mudangas de oligomerizagdo ocorrem rapidamente

e reversivelmente, desvendando assim a forma de transduc¢éo de sinal deste sensor.

Palavras-chave: Heme proteina sensora. DevS. Transducéo de sinal. Tuberculose.



ABSTRACT

DevS is a heme-based sensor protein directly involved in the dormancy process in
Mycobacterium tuberculosis(Mtb). This phenomenons is associated to persistence of
Mtb around the World. A better understanding of how this sensor works is key to the
develop new therapeutic approaches. Here, recombinant DevS was expressed,
purified and investigated by spectroscopic (UV-vis, fluorescence and CD) and
chromatographic (gel filtration) techniques. Electronic spectroscopy was employed to
evaluate the stability of the heme domain toward chemical denaturation. Guanidinium
chloride was much more efficient than urea, whereas oxy-DevS (Fe'-O,), an inactive
form, was also more stable than carboxy-DevS(Fe"-CO), active form. That might be
due to hydrogen bonding taking place with oxygen. Fluorescence studies showed
tryptophans emission was sensitive tochenges from active to inactive state.
Interestingly, bis-ANS, used as a fluorescent probe, showed a indirect response to
divalent metals enabling measurement of dissociation constants for Mg?*, Ca®*, Mn**
e Zn**. These metals have key role in the histidine kinase activity, however, there
was no change in their affinities either in active or inactive states suggesting their
binding is not involved in signal transduction. Circular dichroism measurements for
active, Fe" deoxy, and inactive forms, Fe'-O,, showed no changes in the secundary
structures, found mainly as a helix. However, CD in the near-UV for oxy-DevS
showed significative changes at the aromatic residues in support to tryptophan
fluorescence data. Nonetheless, CD of the heme in the visible showed there is no
change in the conformation of propionate and vinyl, in contrast to the analogous
heme-based sensor FixL. Analytical gel filtration data showed DevS is found as a
mixture of octamer, tetramer and dimers, which was not reported before for any
similar protein. Remarkably, all active forms of DevS favored octamers, while the
inactive form to tetramers and dimers. This fast and reversible switch on the
oligomerization states of DevS unraveled its mechanism of signal transduction, which

might be employed also by other analogous systems.

Keywords: Heme-based sensor. DevS. Signal transduction. Tuberculosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 A Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), também conhecido como bacilo de Kock por ter
sido descoberto por Robert Kock em 1882. Do latim, tuberculum, significa pequena
massa, inchaco, fazendo mencdo aos nodulos que a doenca gera nos pulmdes.
ApOs o contagio inicial pelas vias respiratorias, em geral, o micro-organismo se
instala nos pulmdes induzindo uma resposta inflamatoria local. O macréfago, célula
de defesa humana, captura a bactéria e a confina em um fagossomo, sendo que
esse enclausuramento pode evoluir para se criar estruturas celulares mais
complexas, chamada de granulomas. Nos granulomas atribui-se baixas
concentracbes de oxigénio, o que deve levar a bactéria a um estado dormente,
podendo ficar por décadas despercebida. * Wayne desenvolveu um modelo in vitro
para recriar esse estado, ao qual chamou de estado ndo replicativo persistente
(NRP), dormente ou latente, que surge quando a bactéria € submetida a reducao
gradual de oxigénio. Nesta situacdo ele descreveu dois estagios dependendo da
faixa de concentragdo de oxigénio, NRP-1 e NRP-2, cujas alteracdes morfolégicas
sdo bem distintas. > Uma série de observaces experimentais sugerem que a
hipoxia, reducdo das taxas de oxigénio, € um fator essencial na inducdo da
persisténcia n&o replicativa dos bacilos da tuberculose, tanto pela fisiologia dos
macrofagos quanto pela natureza das lesdes de tuberculose no homem e nos
animais. Os modelos in vitro reforcam esta conclusao e fornecem ideias sobre os
mecanismos que tornam o NRP possivel. Ha evidéncias de modelos in vitro que as
estratégias empregadas pelos bacilos para permitir a entrada em NRP, sob
condi¢cdes de hipoxia, incluem restricdo da atividade biossintética para conservar
energia, inducdo de vias de energia alternativa e estabilizacdo de componentes
essenciais de células para diminuir a necessidade de reparacdo ou substituicao,
consistente com a expectativa de sobrevivéncia longa em estado dormente. *

Um detalhe importante da M. tuberculosis € sua capacidade de explorar e
manipular o trdfego de céations metalicos dentro de macrofagos infectados, para
garantir a sua sobrevivéncia e replicacdo dentro do fagossomo. Descobriu-se
recentemente que o sistema imunolégico dos mamiferos responde a infeccdes

provocadas pelo Mtb sobrecarregando o fagossomo com ions cobre e zinco, dois
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metais que s&o nutrientes essenciais em peguenas quantidades, mas que sao
toxicos em excesso”. A resposta do hospedeiro as infeccdes combina esta estratégia
de envenenamento com mecanismos de imunidade nutricional que privam o
patdogeno de metais como ferro e manganés para prevenir a replicagdo bacteriana.
Por outro lado, o M. tuberculosis desenvolveu mecanismos de resisténcia
multifacetada para se proteger da toxicidade de metais, incluindo o controle da
captacdo daqueles metais essenciais, sequestro dentro da célula, oxidacdo e
efluxo.’

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publica anualmente um relatorio
global da TB desde 1997 com o objetivo de fornecer uma avaliacdo atualizada da
epidemia da tuberculose e do progresso na prevencéao, diagnostico e tratamento, a
nivel global, regional e nacional. Segundo a organizacao, a tuberculose esta entre as
dez principais causas de morte em todo o mundo. O relatério produzido em 2017
estimou um total de 10,4 milhdes de pessoas doentes com TB e 1,7 milhGes de
mortes pela doenca em 2016. Estima-se ainda que 53 milhdes de vidas foram salvas
através do diagnéstico e tratamento da tuberculose entre 2000 e 2016. ° O
alarmante numero de cepas multirresistentes e extensivamente resistentes tem sido
uma preocupacdo adicional ao lado do namero limitado de farmacos. O relatorio
também comenta que apesar de alguns progressos para novos diagndsticos,
medicamentos e vacinas, a pesquisa e o desenvolvimento permanecem gravemente
subfinanciados. Nao menos preocupante, ha dados indicando que cerca de um
guarto da populacdo mundial tem TB latente, o que significa que as pessoas foram
infectadas por bactérias da TB, mas ndo estdo (ainda) doentes e ndo podem
transmiti-la. Entretanto, isso torna o micro-organismo de dificil eliminacdo seja pelo
sistema imunoldgico ou por farmacos, inclusive deixando bastante longo o tempo de

tratamento e dificultando qualquer perspectiva futura de erradicacdo da doenca. ’
1.2 Sistemas proteicos de sinalizacdo bacteriana

As proteinas assumem uma estrutura espacial 6tima para o desempenho de
suas funcbes no organismo. A sequéncia de aminoacidos corresponde a estrutura
primaria  de uma proteina e € fundamental para alcangar sua estrutura
tridimensional, podendo ainda pode fornecer informacdes sobre sua possivel funcéo,
localizac&o celular e evolucdo. Interagdes intermoleculares envolvendo ligagdes de

hidrogénio, interacdes hidrofobicas e eletrostaticas na cadeia polipeptidica
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estabilizam a estrutura da macromolécula em conformacdes locais, geralmente as
mais comuns sendo do tipo alfa hélice e folhas beta, formando sua estrutura
secundaria. Seguindo-se ao enovelamento proteico, forma-se a estrutura terciaria,
completando a estrutura tridimensional do polipeptidio. Algumas proteinas podem
ainda possuir estrutura quaternaria, sendo formadas por subunidades
tridimensionais idénticas ou diferentes associadas, por exemplo, a hemoglobina que
combina duas subunidades alfa com duas betas, originando um tetramero ® (Figura
1).

Figura 1 - Estrutura geral de proteinas. 1 — estrutura priméria (sequéncia de aminoacidos), 2 —

estrutura secundéaria, alfa hélice e folhas beta, 3 — estrutura terciaria, 4 — estrutura quaternaria.

1 2 3 4
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N
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Fonte: Proteins. http://eng.thesaurus.rusnano.com/wiki/article561. Acessado em 05 de
maio de 2017.

A estrutura proteica pode funcionar em modulos, chamados dominios, que
sdo originados do enovelamento independente de estruturas terciarias que
compdem a proteina, podendo ter funcionalidades diferentes entre si, mantendo-se
estaveis ainda que eventualmente separados do restante da proteina. ® Esses
dominios podem ser diretamente relacionados com as atividades do polipeptideo,
como por exemplo, um dominio histidina quinase (HisKA + HATPas_C) que promove
a autofosforilagdo de um residuo de histidina usando ATP, cujo grupo fosforila pode
ser transferido para uma proteina receptora final. Em certos sistemas, esse dominio
enzimatico pode ser controlado por outro dominio sinalizador, ou sensor, que
geralmente promove uma alteracdo conformacional da macromolécula para alcancar
esse tipo de controle. Esse tipo de funcdo € encontrada em varias proteinas

sensoras, mais particularmente em bactéria. °
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Surge desse tipo de sistema sensor a ideia de controle de resposta nao
diretamente no sitio de atividade enziméatica, mas em local dedicado para essa
regulacdo, que funciona como sensor e age fazendo uma transducdo de sinal em
gue controla o sitio enzimatico.

Recentemente, alguns estudos com proteinas sensoras relataram a
possibilidade de controle do estado oligomérico, associado a estrutura quaternaria
da proteina, promovido pelo dominio sensor.’® ** Burns et al. (2014), verificou que o
estado oligomérico das proteinas BpeGReg e PccGCS, que apresentam atividade
enzimatica de diguanilato ciclase, afetam a taxa de dissociacdo de O, do dominio
sensor. Adicionalmente, a ligacdo do O, nesse dominio provoca mudancas no
estado de oligomerizacdo de toda a proteina. ** Esse ndo seria a Unica forma
mecanistica de controle provocada pelo sinal fisiol6gico, varios outros sistemas de
heme proteinas sensoras vem indicando um mecanismo baseado em mudancas de
interacdes inter-dominios, ex. guanilato ciclase soltvel (sGC) e FixL.

A sinalizacdo molecular em bactérias ocorre, geralmente, empregando
proteinas sinalizadoras através de sistemas de dois componentes. Esses sistemas
reguladores sao importantes mecanismos de sinalizagdo que medeiam uma ampla
gama de respostas aos estimulos do ambiente. Os dois componentes consistem em
uma proteina sensora, a qual recebe um sinal, ativando-se e enviando uma
sinalizacdo para seu parceiro regulador de resposta, que, geralmente, é um fator de
transcricdo génica que entdo ativado se liga a regides especificas do DNA induzindo
a expressédo de genes necessarios para adaptacao bacteriana.

Assim, o0 primeiro componente deste sistema possui um dominio sensor
gue se liga a uma molécula alvo (sinal) e induz a uma resposta na forma de um
processo de autofosforilagdo em um residuo de histidina localizado em outro
dominio da proteina. Este dominio histidina quinase por sua vez catalisa a
transferéncia desse grupo fosforila do residuo de histidina para um residuo de
aspartato em outra proteina, o segundo componente deste sistema, chamado de
regulador de resposta. Ao ser fosforilado, esse regulador de resposta altera sua
conformacao e funciona, geralmente, induzindo alteragcdes na expressao de genes

para a adaptacéo do micro-organismo a mudangas no ambiente 8 (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema do funcionamento de um sistema de dois componentes. O sinal fisiolégico é
percebido pelo dominio sensor, ativando a atividade de histidina quinase, que por sua vez ativara o
segundo componente, regulador de resposta, que entdo se ligard a uma sequencia especifica do

DNA e induzird a expressao génica.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para modular a transdugao do sinal promovido por um ligante especifico,
muitas proteinas sensoras possuem, além de residuos de aminoacidos especificos,
uma parte ndo proteica, chamado de cofator ou grupo prostético. Este grupo €&
absolutamente necessario para a atividade de hemeproteinas sensoras. ® O
complexo ferro-protoporfirina IX ou grupo heme, em sua forma mais abundante,
heme b (Figura 3), € um dos cofatores mais importantes em sistemas biol6gicos
devido a sua versatilidade e especificidade. O heme € composto por um ligante
macrociclico porfirina que na posicdo equatorial contem quatro anéis pirrélicos
acoplados que se ligam pelo atomo de nitrogénio ao ion de ferro central, o qual,
geralmente, pode apresentar o estado de oxidacdo +Il ou +lll. Na posicao axial, o
ion ferro esté adicionalmente ligado a um residuo de aminoacido proximal da cadeia
protéica, e em varios casos, quando hexacoordenado, na posi¢ao distal, encontra-se
reversivelmente associado a uma molécula do solvente ou gases como oxigénio,
mondxido de carbono e éxido nitrico. Ha ainda heme proteinas que podem ter outro
residuo de aminoacido da propria proteina como sexto ligante, como é o caso do
citocromo c. As principais fung¢des do grupo heme séo de servir como sitio de ligacéo
para gases, ex. 0 O,, como na hemoglobina (transporte de O;) e mioglobina
(armazenamento de O), ou no transporte eletrénico ou de &tomos, como o caso do
citocromo c (transferéncia de elétrons na cadeia transportadora) e citocromo P450
(na incorporacédo de 4tomos de oxigénio em processos cataliticos oxidativos). 2

Nas ultimas décadas tem se estudado a capacidade moduladora do grupo
heme na regulacdo de processos metabdlicos, inclusive em processos relacionados
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a patogenicidade de bactérias, tendo sido descoberto seu papel como sensor

biolégico, abrindo novos horizontes de pesquisa.**

Figura 3 - Grupo Heme b, ferro Il, ligado a um residuo de histidina na proximal e ao oxigénio gasoso

na regido distal.
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Fonte: The chemistry of hemoglobin and myoglobin.
http://chemed.chem.purdue.edu/genchem/topicreview/bp/1biochem/blood3.html acessado em 08 de
maio de 2017.

Em um sensor biolégico que contém o grupo heme, este pertence ao
dominio que atua na percepc¢ao e ligacdo direta & molécula sinalizadora. Inicialmente
essas moléculas sinalizadoras se ligam ao centro metalico de ferro, provocando
mudancas na conformacao do complexo ferro-protoporfirina € ou em seus contatos
com regides da cadeia polipeptidica, que por sua vez transduz esse fenébmeno
iniciado pela molécula sinalizadora para o dominio funcional da proteina,
promovendo ativacdo ou desativacdo de sua atividade. Este tipo de sistema funciona
como uma ferramenta valiosa para que 0S micro-organismos percebam e se
adaptem a alteracées no ambiente. ** (Figura 4).

Figura 4 - Modulagdo do sinal em heme proteinas sensoras. A ligagdo do ligante ao grupo ferro-

protoporfirina ativa ao inativa uma cascata de sinalizacéo.
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Fonte: Adaptado de Gonzalez (2008).



24

Em 1991, Gilles-Gonzalez descobriu a primeira heme proteina sensora de
oxigénio, a proteina FixL da bactéria Rhizobium meliloti, a qual é responsavel por
orquestrar o processo de fixacdo de nitrogénio e manter respiragdo em
concentragbes microaerdbicas. Naquele momento foi demonstrado que o dominio
gue continha o grupo heme controlava a atividade enzimatica de outro dominio, que
apresentava a funcao de histidina quinase — catalisando a transferéncia de um grupo
fosfato da ATP (adenosina trifosfato). ® A FixL é um protétipo de hemeproteina
sensora, fazendo também parte de um sistema de dois componentes, na qual o
dominio heme sensor percebe o sinal e controla a atividade histidina quinase. Neste
caso especifico, quando o O, encontra-se ligado ao ferro do grupo heme a proteina
torna-se inativa, todavia, a dissociacdo do oxigénio sob condi¢cdes de anaerobiose,
remove essa inibicdo, ativando a atividade histidina quinase e promovendo
inicialmente a autofosforilagdo da FixL num residuo de histidina, que posteriormente
leva a transferéncia deste grupo fosfato para um residuo aspartato no regulador de
resposta, chamado de FixJ. Este regulador de resposta € na verdade um fator de
transcricdo génica que apos ser fosforilado pela FixL induz a expressédo de genes

envolvidos na respiracdo microanerobica e fixagéo de nitrogénio. '
1.3 A hemeproteina sensora DevS do Mycobacterium tuberculosis

Outro sistema de dois componentes com expressiva similaridade ao
sistema FixL/FixJ foi encontrado na Mycobacterium tuberculosis, sendo composto
pelas hemeproteinas sensoras DevS e DosT e o regulador de resposta DevR. A
proteina DevsS foi originalmente assim batizada por ter sido identificada em estudos
diferenciais com cepas virulentas e avirulentas da Mtb, o que do inglés surgiu a
simbologia para “Differentially expressed in virulent strain Sensor”. Na literatura
também € possivel encontrar outra nomenclatura, como DosS originada de
"Dormancy survival sensor”, que surgiu apés a correlacdo deste sistema com a
dorméncia observada nesta bactéria. Esse sistema tem um papel chave na
adaptacao desta bactéria a novos ambientes no organismo e na sua capacidade de
entrar no estado nao replicativo persistente (NRP) ou dormente da Mtb. ** Estudos
genéticos apontaram para um grupo de proteinas responsaveis pela sinalizacéo da
entrada em laténcia da Mtb, sendo o fator de transcricdo DevR, responsavel pela
expressdo de cerca de 48 genes envolvidos na entrada em dorméncia da Mtb. **

O sensor DevS é composto por trés dominios, dois dominios GAF, sendo
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GAF A, no N-terminal, e onde se encontra o grupo heme, seguido por outro dominio
GAF B, sem funcéo definida, enquanto o outro dominio no C-terminal, formando por
dois subdominios (HisKA e ATPase _c), esta envolvido na atividade enzimatica de
histidina quinase (Figura 5).% Atualmente, ndo se dispde de estrutura cristalografica
para DevS na sua forma completa, bem como inexistem estudos sobre o estado de
oligomerizacdo desta proteina. Este sensor se trata de uma histidina quinase tal
como FixL, que sob hipoxia, baixas concentracbes de oxigénio, se autofosforila
empregando ATP e transfere um grupo fosfato para seu parceiro regulador, o fator
de transcri¢cdo génica DevR, também chamado DosR, o qual promove a ativacdo de

genes responsaveis pela entrada em laténcia da Mtb.

Figura 5 - Representacédo esquematica da estrutura e tamanho dos dominios da DevS, indicando a
gquantidade de residuos de aminoacidos de cada subunidade e a posi¢cao aproximada do grupo heme
e do residuo fosforilavel de histidina.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O dominio do sensor, GAF A, possui um grupo ferro-protoporfirina X
capaz de se ligar reversivelmente a O,, CO e NO. De forma bastante seletiva,
somente O, leva a inibicdo da atividade enzimatica desta proteina, mesmo sendo
CO e NO ligantes com maior afinidade, indicando assim ser um sensor seletivo para

oxigénio.”
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2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

As bactérias desenvolveram sistemas sofisticados para detectar e
responder a mudancas em seu ambiente a fim de otimizar sua sobrevivéncia. ** Uma
classe de proteinas conhecida como heme proteinas sensoras, responsaveis por
respostas adaptativas frente a variacdo de gases como O,, NO e CO vem sendo
estudadas. ° A proteina DevS é um sensor que em parceria com o fator de
transcricdo DevR, num sistema de dois componentes, regulam a expressédo de
genes responsaveis pela entrada em laténcia da Mycobacterium tuberculosis,
tornando-a persistente. Essa expressdo ocorre quando o grupo heme da DevS
encontra-se em baixos niveis de oxigénio, de tal forma que o mesmo néo esteja
ligado ao O,, sendo a proteina enzimaticamente ativa. 2 O estudo desse sistema é
importante para entender o processo de persisténcia da tuberculose em humanos,
mas principalmente por contribuir para o entendimento de sistemas similares
relacionados a adaptacdo em micro-organismos.

O objetivo geral deste trabalho é compreender alguns fendémenos
relativos a heme proteinas sensoras, a partir do estudo da proteina DevS, quanto a
estabilidade, afinidade a ligantes e mudangas conformacionais nos estados ativo e
inativo. Para tal, pretende-se especificamente:

— Expressar e purificar a proteina recombinantes DevS em sua forma

completa, preparando-a em estados enzimaticamente ativos e inativos;

— Verificar a estabilidade da proteina frente aos agentes desnaturantes

ureia e cloridrato de guanidina por espectroscopia eletronica no UV-Vis;

— Analisar as afinidades de cations divalentes como Mg?*, Ca?*, Mn** e

Zn** por espectroscopia de fluorescéncia no estado estacionario,

utilizando o marcador fluorescente Bis-ANS como sonda;

— Investigar a estrutura secundéria da proteina determinando as

porcentagens de alfa-hélice e folhas beta por espectroscopia de dicroismo

circular, bem como explorar a estrutura terciaria no ambiente dos
aminoacidos aromaticos e do cofator heme.

— Avaliar a organizacdo da estrutura quaternaria diante de mudancas no

ligante heme, concentracdo de proteina e salinidade do meio por

cromatografia de filtragdo em gel.
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3 METODOLOGIA
3.1. Producao da proteinarecombinante DevS

Nos procedimentos envolvendo solucdes aquosas foi utilizada agua
ultrapurificada através de sistema de purificacdo MiliporeDirect Q® 3UV,
resistividade > 18 MQ.cm.

Os procedimentos que exigem condicdo estéril foram feitos nas
proximidades da chama de um bico de Bunsen e utilizando-se reagentes e materiais
esterilizados por aquecimento na temperatura de 121°C em autoclave ou estéreis
por garantia do fabricante.

Nos procedimentos envolvendo crescimento celular empregou-se
acompanhamento por meio da densidade o6tica a 600 nm usando o
espectrofotdmetro Cary 5000 UV-Vis-NIR (Agilent, Australia).

3.1.1. Transformacdo de Células Competentes e Enriquecimento Celular

Todos os processos de manipulacao bacteriana foram feitos em ambiente,
materiais e solucao estéreis.

Neste estudo empregou-se o plasmideo pDevS31, contendo o gene
completo da devS do M. tuberculosis clonado no plasmideo pGGNKT (derivado do
pUC19), sob controle do promotor tac, contendo gene de resisténcia a ampicilina
para selecdo em Escherichia coli (E. Coli), tal como descrito na literatura por Sousa
et al.( 2007).

As células de E. coli, cepa MC1061, foram crescidas em 50mL de LB
(Miller) (FISHER SCIENTIFIC), a 225 rpm e 37°C, até atingir densidade otica a 600
nm, ODggo, de cerca de 0,5, partindo-se de um pré-inéculo previamente preparado
sob crescimento overnight. Em seguida, as células foram centrifugadas a 4 °C
(Novatecnica, NT 810) e 5000 rpm por 10 min a 4°C, descartado o sobrenadante e
ressuspendido o pellet em 15 mL de tampao de transformacéo (50 mM CacCl, em 10
mM Tris-HCI pH 7.0 estéril), o qual foi mantido em gelo por 15 min, sendo
posteriormente repetido o procedimento de centrifugacao e descartado novamente o
sobrenadante. A seguir as células foram resuspendidas em 4mL de tampado de
transformacdo e armazenadas em gelo. Este processo tornou as células
competentes para a insercao do plasmideo pDevS31. Na etapa de transformacéao, 2

uL da solucdo contendo o plasmideo foram misturados gentilmente com 198 pL de
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solucdo contendo células competentes de E. coli MC1061, sendo mantidas em gelo
por 30 min. A mistura foi aquecida em banho de agua a exatamente 42 °C e por
exatamente 2 min, sendo em seguida imediatamente resfriada em gelo. Adicionou-
se 800 pL do meio de cultura LB (na temperatura ambiente ~ 26°C) e incubou-se a
37°C, com agitacdo no Shaker (~225 rpm), por 1h. Apds esse periodo, centrifugou-
se a mistura por 2500 rpm; descartou-se o sobrenadante, e as células foram
gentilmente ressuspendidas com 100 pL LB contendo 100 pg mL™ (1X) de ampicilina
sbdica (SIGMA®). Para finalizar a transformacéo foram utilizados 10 e 100 puL deste
crescimento bacteriano para plaquear em meio de cultura sélido LB Agar (MO
BIOinc.), contendo ampicilina na concentracdo de 100 pg mL™. Posteriormente, as
placas de Petri foram incubadas por cerca de 16 horas, a 37°C, em estufa para
cultura e bacteriologia (ETHIK TECHNOLOGY).

O enriguecimento celular partiu de uma colénia de bactéria isolada da placa
de Petri e feito procedimento de restreak em nova placa contendo ampicilina. Esta
placa foi mantida novamente por cerca de 16h a 37°C e uma colonia isolada
removida com alca de inoculacdo e transferida para 5 mL de meio de cultura liquido
contendo ampicilina na concentracdo de 100 pug mL™. Ao passar cerca de 16 horas
sob agitacdo e a 37°C em shaker orbital, foram utilizados 5uL desse crescimento
para inocular 50 mL de novo meio de cultura contendo ampicilina na concentracéo
de 400 pg mL™* (AMP 4X). Logo ap6s, foram feitos 5 crescimentos seguidos,
utilizando sempre 5pL de crescimento anterior para inocular 50 mL de meio de
cultura fresco com ampicilina (AMP 4X). Cada crescimento demorava cerca de 8
horas, cuja densidade 6tica a 600 nm encontrava-se aproximadamente 0,1. Depois
do quinto crescimento, centrifugou-se o meio de cultura a 5000 rpm por 15 minutos
em centrifuga (Hettich EBA 3S), descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o
pellet celular em LB juntamente com 15% glicerol, apés, aliquotou-se e armazenou-

se as células transformadas a -84°C.

3.1.2. Expressao

O crescimento das bactérias foi realizado em shaker, sob agitacdo
constante e controle de temperatura. Partindo-se de um pré-inéculo (a 5mL de meio
de cultura LB contendo 100 ug mL™ de ampicilina, mergulhou-se uma alca de platina
estéril contendo células transformadas e seguiu-se 16 h de agitacdo a 200 rpm,

37°C). Seguiu-se o crescimento das células em 4 erlenmeyers de 2L contendo cada
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um 1L de LB estéril com 100 pg mL™ de ampicilina, adicionando-se 1mL do pré-
indculo, mantendo-se agitacdo a 200 rpm e temperatura a 37°C até as células
atingirem uma densidade o6tica a 600 nm, ODggonm, €m torno de 0,7. Em seguida
baixou-se a temperatura para 30 °C, mantendo-se a agitacdo a 200 rpm, seguindo-
se a expressdo da proteina de interesse por 24h. Apos permanecerem 30 minutos
sob gelo, as células foram centrifugadas em tubos de falcon de 50 mL, a 3500 rpm
por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e os pellets imediatamente

congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -84°C.
3.1.3. Purificacéo

Para a purificacdo da proteina foram preparadas as seguintes solugdes:
e 2 mol L™ NaCl (SERVA);

e 0,5mol L*KCI (AMRESCO®);

e 1 mol L Tris-HCI - Hidrocloreto de Trisaminometano (SIGMA®) pH 8,0

e 0,175 mol L' EDTA - Acido etilenodiaminotetracético, sal dissédico,
(REAGEN);

e 4 mol L NH,SO, (SERVA), 10mM Tris pH 8,0, ImM EDTA;

e 2 mol L NaOH (CROMOLINE®);

e 10% Etilenoglicol (EMSURE®)

e 2-mercaptoetanol, min 98% (SIGMA®);

e Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (AMRESCO®);

e Lisozima de ovo branco de galinha (SIGMA®);

e Fenil Sepharose™ 6 fast flow (high sub) (GE HEALTHCARE);

o DEAE Sepharose™ fast flow;

O pellet celular congelado foi ressuspenso em tampao de lise: 50 mmol L
! Tris-HCI pH 8; 137 mmol L™ NaCl; 5 mmol L™ KCI; 5% Glicerol; 1 mmol L™ Acido
etilenodiaminotetracético, sal dissédico (EDTA); 10 mmol L™ 2-mercaptoetanol; 0,17
mg L™ fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 0,1 mg L™ lisozima, na proporcdo de 5
mL para cada 2 gramas de pellet, & temperatura ambiente. Apés total ressuspenséo,
a mistura foi sonicada, sob agitacdo suave a 4°C, com sonicador de sonda
Vibracel™ SONICS (U.S.A.) durante 1 hora em 40% da amplitude méxima com
ciclos alternados de 20 segundos de pulso e 60 segundos em repouso, sendo a
temperatura checada periodicamente evitando que ultrapassasse 10 °C. O material
sonicado foi centrifugado a cerca de 19000 rpm, aproximadamente 40.000x g,
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durante 40 minutos, a 4 °C, em centrifuga 3-30K SIGMA® (Alemanha). O
sobrenadante de coloracdo vermelha foi reservado para a precipitacdo com sulfato

de amoénio e o pellet remanescente foi descartado.
3.1.3.1. Precipitagéo da fragéo protéica contendo DevS

Ao sobrenadante citosdlico coletado foi adicionado solugcédo saturada de
sulfato de amonio, (NH4)>SO4, (4 molL™Y) até alcancar 40% da concentracdo de
saturacdo, provocando a precipitacdo. Logo apos a precipitagdo a mistura foi
centrifugada por volta de 40.000x g durante 40 minutos, a 4 °C, sendo entéo
descartado o sobrenadante e o precipitado congelado a -84 °C para posteriores

etapas de purificacao.
3.1.3.2. Coluna Fenil-sepharose

Todas as etapas da purificacdo posteriores a precipitacdo com sulfato de
amonio foram feitas a 4 °C, em refrigerador panoramico.

O precipitado de sulfato de amoénio foi ressuspenso em tampao 10
mmol-L™ Tris-HCI pH 8,0 totalizando um volume de 100 mL para aproximadamente
15 gramas de precipitado, originando uma mistura avermelhada e translicida. Essa
mistura foi centrifugada a cerca de 40.000x g durante 15 minutos, sendo o
precipitado remanescente descartado, enquanto a fracdo soluvel foi aplicada na
coluna de fenil sefarose (fenil-Sepharose™, d= 2,8 cm; h=15 cm), previamente
equilibrada com 10% (NH,).SO, da solucdo saturada (concentracdo = 0,4 mol L™Y).
ApOs a proteina interagir totalmente com a coluna foram realizadas lavagens com 4
volumes de coluna de 10% (NH.)»,SO, (0,4 mol L) e 6 volumes de coluna de 5%
(NH.)>S04 (0,2 mol L™), e em seguida feita eluicdo com Tris-HCI 10 mmol L™ pH 8.

Espectros eletrénicos no UV-Vis foram medidos com as fracdes eluidas
da coluna, sendo checadas as razdes entre os maximos em 280 nm e 414 nm a fim
de estimar a pureza de cada fracdo. Isso é possivel devido ao fato da proteina que
se deseja obter pura possuir grupo heme; logo, apresenta banda Soret. As fracdes
com razdo Rz inferiores a 1,1 foram combinadas numa Unica fracdo, enquanto as
demais foram descartadas. A fracdo combinada foi dialisada em membrana de
didlise contra 3L de tamp&o 10 mmol L™ Tris-HCI pH 8,0 durante 16 horas para

retirada de sais remanescentes.
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3.1.3.3. Coluna de Troca Anibnica (DEAE)

A coluna DEAE Sepharose® (fast-flow, d=3,2 cm; h=14 cm) foi equilibrada
com tamp&o 10 mmol L™ Tris-HCI pH 8,0. A mostra dialisada foi injetada na coluna, e
apos sua interacdo com a resina foi iniciado etapas de lavagem em passos de
eluicdo isocratica usando 0 a 250 mmol L™ de NaCl em 10 mmol L™ Tris-HCI pH 8,0,
cuja concentracdo maxima promoveu a eluicdo da proteina de interesse. Durante as
etapas de lavagem e eluicdo foram mantidos o fluxo de 2,0 mL min™; tendo sido
efetuados 5 etapas isocraticas a 0, 125, 150, 200 e 250 mmol L™* de NaCl. O fluxo e
as concentracfes das etapas isocraticas foram controladas por um cromatégrafo de
baixa pressdo FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) BIO-RAD (USA). A
eluicdo da proteina foi acompanhada por meio de cromatograma gerado pelo FPLC
monitorando absorbancia em 280 nm. Espectros eletronicos UV-VIS foram obtidos
para as fracdes eluidas e analisadas as razdes Abs,gonm/AbSs1anm (RZ) tal como
anteriormente descrito. As fracées foram combinadas formando uma Unica com Rz
de 0,52.

3.2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Para conferir a pureza final da amostra de proteina foi realizado
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE), sendo utilizado gel
de 10%, acrilamida/bis-acrilamida, 30:0,8 (SIGMA®). A descri¢cdo dos géis utilizados
na eletroforese esta descrita na tabela 1, na qual utiliza gel de alinhamento (stacking
gel) e gel de separacao (resolving gel).

Para a preparacao do gel, utilizou-se um suporte de montagem de gel de
acrilamida BIO-RAD, placas com 1,0 mm de espagamento, uma cuba de eletroforese
vertical Mini-PROTEAN® Tetra System BIO-RAD e fonte para eletroforese FB300
FISHER SCIENTIFIC. O tampédo de amostra foi preparado com 0s seguintes
reagentes: 0,125 mol L™ Tris-HCI pH 6,8; 4% Dodecil sulfato de sédio (SDS); 700

mmol L™ 2-mercaptoetanol; 10% glicerol e 0,2 mg mL™ azul de bromofenol.
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Tabela 1 — Composicao do gel de poliacrilamida.

Volume (uL)
Composicéo dos géis
Stacking gel Resolving gel

Resolution gel buffer (0,375mol L™ Tris-HCI, pH 8,8) 750

Stacking gel buffer (0,125mol L™ Tris-HCI, pH 6,8) 450
Acrilamida/Bis-acrilamida, 30:0,8 300 1670

10% Dodecil sulfato de sodio (SDS) 18 =0

H,0 1020 2490

10% Persulfato de aménio 13,5 -

TEMED (tetrametiletilenodiamina) 2 25

Fonte: Elaborada pela autora.

Em seguida adicionou-se 7 pL do tampao descrito acima na amostra de
proteina, aqueceu-a em banho-maria a 100 °C durante 3 minutos. Utilizou-se o
marcador molecular de referéncia Protein Ladder (New England BioLabs), o qual
contém 12 proteinas com massa molecular entre 10 e 250 kDa. ApoOs corrida
eletroforética, posteriormente corou-se o gel por 40 minutos com uma solucao
corante preparada com 45% metanol (v/v); 7,5 % acido acético glacial (v/v) e 5 g L™
azul de Coomassie. Em seguida utilizou-se uma solugéo descorante composta por

45% metanol (v/v) e 7,5% acido acético glacial (v/v) por 24h sob leve agitacéo.

3.3. Preparo das Formas Ativas e Inativas da Proteina DevS

Para verificar as formas ativa e inativas da proteina DevS, foram
capturados espectros eletrdnicos na regido do ultravioleta e visivel utilizando o
espectrofotometro Cary 5000 UV-Vis-NIR (Agilent, Australia) em tampéao Tris HCI 10
mM pH 8, acompanhando principalmente o perfil da banda soret e das bandas Q’s (a
e B).

Os estados inativos foram obtidos da seguinte maneira: DevS oxi, Fe'"
ligada a oxigénio molecular, foi obtida ao final da purificacdo da proteina; DevS
férrica, Fe" ligada a agua, foi obtida com a incubacdo de 20 min em ferricianeto de
potassio, KsFe(CN)s (SIGMA®), 4x em excesso estequiométrico.
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Os estados ativos foram obtidos como se segue: DevS deoxi, Fe'
pentacoordenado, foi conseguido em camara anaerbbica (COY laboratory)
adicionando ditionito de sddio, Na,S,0,4 (SIGMA®) 4x em excesso estequiométrico,
em tamp&o previamente deaerado com argénio por 24h; a DevS carboxi, Fe" ligado
a CO foi conseguida com a diluicdo da proteina em tamp&o saturado com monoxido
de carbono. Para as formas deoxi e carboxi as amostras de proteina foram seladas

para evitar a ligagdo ou competicdo com o oxigénio atmosfeérico.

3.4. Dicroismo Circular

Utilizou-se espectrofotdmetro J-815 CD JASCO (Japao) para realizar as
medidas de dicroismo circular. O tampéao utilizado para todas as medidas foi Tris 10
mmol L™* pH 8. Para a regido do ultravioleta distante (far-UV) acompanhou-se os
espectros na faixa de comprimento de onda de 190 a 240 nm, utilizou-se cubeta de
guartzo com caminho 6ético de 0,1 cm. Para a regido do ultravioleta proximo (near-
UV) e do visivel foram adquiridos espectros nas faixas de 255 a 340 nm e de 300 a
500 nm, bem como utilizou-se cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 cm. As
medidas na regidao do far-UV foram obtidas nas seguintes condi¢bes experimentais
otimizadas data pitch de 0,5 nm; D.I.T. de 1 segundo; bandwidth de 1 nm;
velocidade de varredura de 50 nm min?; 3 acumulacdes. Para as medidas nas
regibes do near-UV e do visivel utilizaram-se as mesmas condi¢cdes experimentais
otimizadas anteriores, diferindo apenas no numero de acumulagbes, 10
acumulagdes de espectros. Todas as medidas foram feitas a 25 °C. Para as formas
deoxi-DevS e met-DevS foi utilizada uma mini coluna cromatogréfica, HiTrap®
Desalting Columns GE Healthcare, equilibrada em Tris 10 mM pH 8, para remocéao
do ditionito e do ferricianeto, respectivamente. As concentracdes de proteina

otimizadas para os experimentos estao descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Concentracdes de proteina utilizadas nas diferentes faixas de varredura do espectro de

dicroismo circular.

Forma | Far-UV, uM Near-UV, uM Visivel, uM
Oxi 1,5 30 15
Férrica 1,5 30 15
Deoxi 1,25 30 15
Carboxi 1,25 15 7,5

Fonte: elaborada pela autora.
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3.5. Desnaturacéao por Ureia e Cloridrato de Guanidina

Empregou-se o espectrofotdmetro Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode-
Array, para realizar medidas de espectroscopia eletrénica na regido do UV-Vis.
Acompanhou-se 0 espectro eletrénico na faixa de 200 a 700 nm durante 7h apos
adicdo de agente desnaturante em varias concentracées, 0 a 7,5 mol L™ para a ureia
e 0 a 6,5 mol L™ para a guanidina em 4 uM de proteina DevS na forma ligada a
oxigénio e a monoxido de carbono em tampao Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8. A
DevS carboxi foi obtida pela diluigdo da proteina no tampéo saturado com CO
mantendo-se a cubeta vedada durante o tempo de experimento. Os ensaios foram
realizados a temperatura ambiente utilizando-se cubeta de quartzo de 1,0 cm de

caminho aético.

3.6. Espectroscopia de Fluorescéncia

Utilizou-se o espectrofotbmetro de fluorescéncia PTI Quanta-Master QM-
40 para realizar as medidas de fluorescéncia no estado estacionario em cubeta de
qguartzo de 1 cm de caminho ¢tico, fenda utilizada de 0,5 mm, 1 uM de proteina
DevS nas formas oxi e carboxi. A DevS carboxi foi obtida pela diluicdo da proteina
no tampao saturado com CO mantendo-se a cubeta vedada com um septo de
borracha durante o experimento para permitir a adicdo de substancias com uso de
seringa. Para os ensaios de fluorescéncia intrinseca, utilizou-se o comprimento de
onda de excitagao de 280 nm e 295 nm e a faixa de emissdao em 290 nm/305 nm a
420 nm em tampao Tris 10 mM pH 8,0. Nos experimentos utilizando o marcador
fluorescente extrinseco Bis-ANS (4,4'-Dianilino-1,1'-binaftil-5,5-a4cido disulfonico), a
excitacdo deu-se em 350 nm e a faixa de emissdo entre 360 nm e 600 nm.
Verificaram-se possiveis alteracfes de afinidade entre a proteina e o Bis-ANS com
adi¢cBes sucessivas de 1 uM do marcador fluorescente até a saturacdo as formas
ativa e inativa da proteina em Tris-HCI 10 mM pH 8 e Tris-HCI 50 mM, NaCl 50 mM
pH 8, e ainda com a adicdo de 0,5 mM de Mg®* e 100 pM de ATP. Averiguou-se
também a afinidade de céations divalentes como Mg®*, Ca®*, Mn** e Zn** a oxi e
carboxi-DevS em Tris-HCI 10 mM pH 8 utilizando 12 pM de Bis-ANS como sonda,
adicionando, gradativamente, solu¢cdes de cloreto dos metais até a saturacdo do
sinal. Tendo sido inclusive verificada a interferéncia da adicdo de ions nesta

afinidade aos metais titulando-se a proteina com NacCl.



35

3.7. Filtragcdo em Gel Analitica

Os estados oligoméricos da DevS foram detectados através de
cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) usando uma coluna TSKgel GFC-300
(7,8 mm x 150 mm, TOSOH) acoplada a uma HPLC usando um detector de arranjo
de diodo. A fase movel usada para todos os experimentos consistiu de um tampéo
Tris-HCI 50 mM a pH 7,4 contendo cloreto de s6dio 50 mM, a ndo ser que seja
indicado diferentemente. Os espectros eletronicos foram coletados para cada pico
durante a corrida de filtragcdo em gel, permitindo-nos confirmar o estado do grupo
heme, se ligado ao oxigénio (oxi-DevS), monoxido de carbono (carboxi-DevS) ou
reduzido em condi¢cdes anaerobicas (deoxi-DevS) ou oxidado (met-DevS). Esta
proteina foi originalmente isolada e armazenada no estado DevS reduzido ligada a
O,. A forma férrica de DevS (met) foi obtida por incubagdo da amostra de proteinas
por 20 minutos com um pequeno excesso de ferricianeto de sédio, logo antes das
injecdes. Seguimos o procedimento conforme relatado em Burns et al. (2016), com
pequenas mudancas para preparar proteina DevS anaerObica, deoxi-DevsS.
Resumidamente, a fase moével foi desaerada com argbnio em uma camara
anaerdbica (COY laboratory) por pelo menos 24h para garantir que todo O, foi
completamente removido. Ditionito de so6dio a 1 mM foi adicionado na fase movel
desaerada. Uma vez que fase mével desaerada foi removida da camara e instalada
no HPLC, manteve-se uma pressdo de argdnio positiva para minimizar qualquer
difusdo de O, no mesmo. Em seguida, a coluna de filtracdo em gel foi equilibrada
com essa fase moével. O loop da amostra também foi rapidamente desoxigenado por
injecdo de tampao anaerdbio contendo 500 yM de ditionito. Adicionalmente, o
oxigenio foi removido da amostra de proteina preparando-se na fase mével contendo
500 uM de ditionito dentro da camara anaerobica. O tubo contendo a proteina foi
selado com um septo e removido da camara imediatamente antes de ser injetado no
HPLC. Tentamos minimizar tanto quanto possivel o tempo entre a adicdo de ditionito
a amostra de proteina e a sua injecdo no HPLC. A forma ligada ao CO foi obtida por
um suave borbulhamento de monéxido de carbono a proteina previamente reduzida
na camara anaerdébia.

Acompanharam-se possiveis variacdes entre os estados oligoméricos de
oxi- e met-DevsS injetando-se a mesma amostra nos tempos de 10, 30, 60, 120 e 240

min. As possiveis mudancas nos estados oligoméricos de DevS causados pelo
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aumento da salinidade foram também investigadas. A salinidade foi aumentada de 0,
50, 100, 150 e 200 mM de NaCl, sendo incluido essas quantidades no tampao de
corrida, bem como na mistura de proteinas. Em todos estes casos, investigamos as
amostras de proteinas nos estados ativos e inativos, tendo esses componentes
adicionados a proteina e também pré-equilibrando a coluna.

Os estados oligoméricos de oxi-DevS (dimero, tetramero e octamero)
foram isolados em cada pico usando a cromatografia analitica de filtracdo em gel.
Cada uma dessas espécies foi reintroduzida apés 10, 30, 60, 120 e 240 min apds o
seu isolamento.

As proteinas globulares (Sigma-Aldrich) consistindo em tireoglobulina
(669 kDa), ferritina (443 kDa), alcool desidrogenase (150 kDa), ovalbumina (44 kDa)
e mioglobina (17 kDa) foram utilizadas como padrbes de peso molecular para a
obtencdo da curva de calibracdo da filtracdo em gel. O tempo de retencdo em
relacdo ao log de peso molecular proporcionou uma curva linear, cujo ajuste de

regressdo (R?) foi pelo menos de 0,98.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo da proteina DevS

Verificamos a eficacia das etapas de purificacdo empregando eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante, Figura 6A, bem como a integridade da
proteina purificada devido a correspondéncia da massa molecular com a esperada

para a proteina DevS, a qual é descrita na literatura (62,24 KDa). *8

Figura 6 — A: Perfil da purificacdo da proteina DevS, empregando-se SDS-PAGE 10%. 1 — Fragéo
Soluvel (citosol), 2 — Precipitado com 40% SAS, 3 — Fenil-sepharose, 4 — DEAE-Sepharose. B:
Espectro eletrbnico da proteina purificada DevS na sua forma ligada ao oxigénio molecular.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A proteina DevS foi obtida na ultima etapa de purificacdo na forma oxi
(igada ao oxigénio molecular) e teve uma razdo de pureza (Azsonm/As14nm),
correspondente a razdo de absorbancia das bandas no Ultravioleta/Soret de 0,52,
Figura 1B. Perfil bastante similar ao espectro eletronico descrito para Devs,
anteriormente relatado por SOUSA et al. (2007). A razdo (Rz — do alemao
Reinheitszahl, significa indice de pureza) relaciona a concentragdo de proteinas
totais em relacdo a concentracdo de hemeproteinas, no trabalho anteriormente
citado o Rz obtido para a proteina DosT, uma heme proteina similar a DevS, foi de
0,6, desta forma o valor da razdo obtido para a DevS indica um grau de pureza
bastante elevado para a heme proteina. Esse resultado em conjunto com o gel

desnaturante ilustram a pureza e integridade da proteina empregada neste trabalho.
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4.2. Obtencdao das formas ativas e inativas da DevS

Apés eluicdo da proteina da coluna cromatografica DEAE, a mesma
encontrava-se na sua forma reduzida, Fe", hexacoordenada, ligada ao oxigénio
molecular, cuja forma é enzimaticamente inativa, bem como sua forma met, Fe"
ligada a uma molécula de agua, obtida pela incubacdo da proteina purificada com
ferricianeto de potassio em excesso. Todavia, com a diluicdo da proteina em tampéo
previamente desaerado com argénio, a DevS foi obtida na forma deoxi, Fe',
pentacoordenada, e, apés a saturacao do tampdo com CO, obtivemos a sua forma
Fe' — CO ou carboxi, ambas enzimaticamente ativas. Essas mudancas de ligante
podem ser evidenciadas pelos diferentes perfis espectroscépicos, conforme se pode
comparar no deslocamento da banda Soret de 414 nm (oxi) para 406 nm (met), 422
nm (carboxi) e 430 nm (deoxi), Figura 7 e Tabela 3, cujos maximos de absorcéo
foram descritos por Sousa et al. (2007).

Figura 7 — Espectro eletrdnico na regido do UV-Vis para a proteina DevS nas formas ativas e inativas.

A - Fe' ligada a oxigénio, B - Fe" ligada a agua, C - Fe" sem ligante distal e D - Fe" ligado a

monéxido de carbono.
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Tabela 3 — Bandas com maximos de absorcdo da proteina DevS nos estados ferroso e férrico em
tampé&o Tris HCI 10 mM pH 8.

Soret,nm g L.mol'l.cm™ B, nm @ nmM

Fe'-0, 414 135000 542 578
Fe'- H,0 406 124000 500 630
Fe'-CcoO 422 193000 540 567
Fe' 430 123000 560

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3. Desnaturacdo por agentes caotropicos — Ureia e Cloridrato de Guanidina

Uma forma de se estudar a estabilidade termodindmica de uma proteina
em sua forma nativa (N) é através de perturbacdes que desloquem o equilibrio para
o estado desenovelado, ou unfolded (U), como por exemplo, com a adicdo de
agentes caotropicos como ureia e cloridrato de guanidina (GndHCI), bastante
utilizados na literatura. Esse fendmeno pode ocorrer, geralmente, em 2 estados: (U
=2 N), ou ainda, com a formacéo de intermediario (I), em 3 estados, (U = | 2 N).
Durante o enovelamento de uma proteina ocorre a "competicdo" de dois fenémenos
termodinamicos: o primeiro se trata da entropia com alto valor negativo neste
sistema, visto que a formacdo de uma estrutura globular compacta é altamente
desfavoravel em termos de entropia; o segundo, se trata da entalpia com alto valor
negativo devido a formacdo de uma grande namero de interacGes favoraveis como
ligacbes de hidrogénio, interacbes eletrostaticas e forcas de Van Der Waals.
Considerando uma desnaturacdo em 2 estados, o ponto de partida para analisar a

energia livre € a equacéo 1:

AG° = —RT1 v

Equacéo 1

Sendo que: AG° é a energia livre padrao de Gibbs; R é a constante universal dos
gases em J. K:.mol'; T é a temperatura em Kelvin; U é a fracdo da proteina

desnaturada e N é a fracdo da proteina na forma nativa. Em termos de energia livre,
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experimentalmente, pode-se encontrar uma relagao linear entre o valor de AG° e a
concentracdo do agente desnaturante, levando-nos ao AGY?® do fold
(enovelamento) sob as condicbes nativas, onde a concentracdo do agente

caotroépico é zero. Conforme a equacéo 2: »

AG° = AG'2° — m[desnaturante]

Equacao 2

Sendo que m esta relacionado a superficie de proteina exposta ao solvente no
estado desenovelado (U).

O efeito desses agentes quimicos na estrutura proteica pode ser
analisado por técnicas espectroscopicas, como a absorcao eletrénica no UV-vis,
fluorescéncia e dicroismo circular. No caso da espectroscopia eletrénica no UV-vis,
estaremos basicamente investigando as transi¢coes eletrbnicas que envolvem o
grupo prostético da proteina (heme), o qual se encontra no primeiro dominio, GAF-A.

Para a DevS, em sua forma ligada ao oxigénio, temos o ferro(ll)
hexacoordenado e descrito como baixo spin, sendo observado uma significativa
resisténcia a desnaturacéo na presenca de ureia, mesmo em altas concentragoes, 8
mol L, ndo sendo observada desnaturacdo completa da proteina acompanhada no
tempo por até 30 h. O perfil da curva de absorcdo mostra uma transicdo de
desnaturacdo entre 4,5 mol L e 6,5 mol L de ureia (Figura 8). Resultado
semelhante foi visto por Gadelha et. al. (2017) em seu trabalho com a proteina FixL
hibrida, ReFixL, uma heme proteina sensora responsavel pela fixacdo de nitrogénio
em bactérias do género Rhizobium. Essa proteina quando na forma hexa-
coordenada, ligada ao cianeto (CN’), forma mimética ao oxigénio, apresentou uma
variacdo da banda Soret entre 4 mol L™ e 6 mol L™* sendo mais resistente a

desnaturacdo em relacdo a sua forma met, Fe", pentacoordenada, em que foi

observado efeito significativo da ureia em concentracdes entre 1,5 mol L™ e 3,5 mol
L-l. 24
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Figura 8 — Desnaturacdo quimica monitorada por espectroscopia eletrénica na regido do UV-Vis
induzida por ureia, 0 a 8 mol L™ incubada por 8h. A — Espectro de absor¢cdo no UV-Vis para a forma
oxi-DevS com a adi¢do de ureia. B — Curva de maximo de absorcdo da banda Soret na presenca de

ureia, em triplicata, ajustados a equacédo de desnaturacdo em dois estados.
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Os parametros de desnaturacdo encontrados para a DevS Fe'-O,
segundo um modelo de dois estados foram AG"?°) = 20,6 + 2,4 kJ.mol™, o valor de
m = 3,8 £ 0,4, sendo a concentragcdo que causa a metade da desnaturacdo da
proteina, [D]yz = 5,4 mol L™, Tabela 4.

Curiosamente, verificou-se que frente ao agente quimico cloridrato de
guanidina, GndHCI, a desnaturacao total foi obtida, baseando-se no perfil espectral.
O espectro eletrénico revela uma desnaturacdo completa da proteina com o
deslocamento da banda Soret, em 413 nm para um maximo em 390 nm, além do

desaparecimento das bandas Q (Figura 9).

Figura 9 — Desnaturacdo quimica de 4 puM da proteina DevS ligada a oxigénio monitorada por
espectroscopia eletrénica na regido do UV-Vis induzida por cloridrato de guanidina na concentragdo
de zero a 5 mol L™ incubada por cerca de 7h. A — Espectro de absorcdo no UV-vis para a adicdo de

GndHCI a DevS oxi. B — Curva acompanhando os maximos de absorcdo da banda Soret na

presenca de GndHCI.
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N&o se sabe ao certo como acontece a interacdo entre a superficie da
proteina e as moléculas dos agentes caotropicos. Alguns estudos afirmam que as
moléculas do desnaturante tem acesso aos grupos polares presentes na cadeia
polipeptidica e rompem as suas ligagfes intermoleculares — ligacdes eletrostéaticas e
de hidrogénio — melhorando a solvatacdo da proteina.* A forca idnica da solucéo
media os efeitos eletrostéaticos, e como o cloridrato de guanidina € um sal, isso pode
interferir na desnaturacdo de proteinas. Um estudo sobre a desnaturacdo de
proteinas pelos agentes desnaturantes ureia e GndHCI realizado em 1995 por
Jeffrey K. Myers et. al. indicou que a GndHCI é duas vezes mais efetiva como
agente desnaturante do que a ureia acompanhando 45 tipos diferentes de proteinas,
inclusive heme proteinas, cujas estruturas cristalogréaficas ja foram desvendadas.

A curva de desnaturacdo empregando GndHCI mostra uma transi¢céo de
desnaturacdo nas concentracdes 1,5 mol L™* e 3 mol L™ (Figura 9), revelando uma
maior efetividade desse agente caotrépico em relacdo a ureia para desnaturar a
DevS na forma oxi, conforme mostram os parametros de desnaturacdo para um
modelo em dois estados frente a GndHCI com AGH??) = 115 + 0,7 kJ mol™, o valor
dem=49+03e [D]y;=2,3mol L"". Tabela 4.

Tabela 4 — ParAmetros de desnaturagdo por Ureia e GndHCI para oxi-DevS usando um modelo de

desnaturacéo de dois estados monitorado por absorcao eletrdnica no UV-visivel, na banda Soret.

AGyo (k) mol®)  m (kimol?)  [D]y; (mol L)
Ureia* 20,624 38+04 54
GndHCI 11,5+£0,7 49+0,3 2,3

*desnaturacéo parcial

Fonte: Elaborada pela autora.

Analisou-se também a desnaturacdo da proteina, na forma carboxi,
empregando GndHCI. Foi observada a diminuicdo da banda Soret em 422 nm,
caracteristica da DevS ligada a CO, entre 2 mol L e 4 mol L™ de GndHCI, com um
perfil de desnaturacdo semelhante ao visto para a DevS na forma oxi no mesmo
agente caotrépico. A desnaturacdo total é indicada pelo desaparecimento das
bandas Soret e Q’'s e um surgimento de uma banda em cerca de 390 nm. Verificou-
se um valor de AG™?®) um pouco menor em relacdo ao encontrado para a forma oxi

da proteina no mesmo agente desnaturante, sugerindo uma estabilidade um pouco
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menor para a carboxi-DevS do que para a forma oxi frente a GndHCI. AG™?©) = 8,0 +
1,4 kJ mol™, o valor de m=3,8 + 0,6 e [D],= 2,1 mol L™, Figura 10. Uma possivel
causa para essa pequena mudanca de estabilidade pode ser devido a uma alteragcao

na rede de ligac&o de hidrogénio que estabiliza o ligante distal no pocket do heme. ?’

Figura 10 - Desnaturacdo quimica de 4 puM da proteina DevS ligada a CO monitorada por
espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis induzida por cloridrato de guanidina na concentragao
de zero a 5 mol L incubada por 8h. A — Espectro de absorcdo. B — Curva acompanhando os

maximos de absor¢do da banda Soret.
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Para a proteina CooA, heme sensora de monoéxido de carbono, no estado
ferroso hexacoordenado ligada ao CO, observou-se processo de desnaturacdo
frente a GndHCI somente a partir de uma concentracdo de 4 mol L™ do agente
desnaturante, apresentando um AG®*??) de 29 kJ mol™. # Sugerindo uma menor
estabilidade da DevS no mesmo agente desnaturante. No entanto, € importante
relatar que este mesmo trabalho investigou a CooA no estado pentacoordenado,
Fe" cuja transicdo de desnaturacéo frente a GndHCI ocorreu entre 3 mol L™ e 4
mol L™ em concordancia com o que foi visto por Gadelha et al. (2017) utilizando
ureia e FixL. Estes resultados sugerem uma maior resisténcia a desnaturacdo do
dominio que contém o grupo heme quando este se encontra hexacoordenado, tanto
em GndHCI quanto em ureia, sendo importante verificar posteriormente essa

tendéncia para a DevS no estado pentacoordenado.

4.4. Espectroscopia de Fluorescéncia da Proteina DevS

4.4.1. Fluorescéncia Intrinseca da Proteina DevS

A fluorescéncia € um processo fotoluminescente em que moléculas ou
atomos absorvem radiacdo e, ao relaxarem ao estado fundamental, liberam seu
excesso de energia como fétons em um curto intervalo de tempo (nanosegundo).

Esse fendbmeno ocorre tipicamente em moléculas ou grupos aromaticos que
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possuem certa rigidez em sua estrutura, conhecidos como fluoréforos.” Em
bioquimica, proteinas e cofatores enzimaticos possuem fluorescéncia intrinseca
devido, primariamente, a presenca dos aminoacidos aromaticos tirosina (Y),
fenilalanina (F) e triptofano (W ou Trp), em especial este Gltimo.”® Uma ferramenta
valiosa da fluorescéncia intrinseca em proteinas é a alta sensibilidade dos
triptofanos ao microambiente, causando mudancas no espectro de emissdo em
resposta a desnaturacdo, mudancas conformacionais, associacdo de subunidades
ou ligacdo de um substrato a proteina. A fluorescéncia dos Trp pode ser observada
através de excitagcdo entre 295 nm — 305 nm. Neste trabalho selecionou-se a
excitacdo em 295 nm em conformidade com o trabalho de diversos autores.*

A proteina DevS possui trés triptofanos (Trp): um proximo ao primeiro
dominio, GAF-A, o segundo no dominio GAF-B e o terceiro no final do dominio

enzimatico, como podemos ver na figura 11.

Figura 11 - Representacdo esquematica da estrutura e tamanho dos dominios da DevS indicando a

posicao dos residuos aromaticos de triptofanos.
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Fonte: elaborada pela autora.

O espectro de emissao dos triptofanos € fortemente dependente da
polaridade do solvente ou do microambiente, a medida que os residuos de Trp séo
expostos a agua, sua emissao fluorescente desloca para maiores comprimentos de
onda bem como menores intensidades de emissdo sao observada devido a maior
supressdo da agua.*® Um dos fatores que determina a emissdo dos residuos de
triptofanos € a transferéncia de energia fluorescente ressonante, sendo um dos
processos pelo qual a supressdo de fluorescéncia de fluoréforo pode também
ocorrer. A transferéncia de energia ocorre quando ha sobreposi¢cdo dos espectros de
emissdo da molécula doadora no estado excitado e o espectro de absorcdo da
molécula receptora no estado fundamental. Para as hemeproteinas, os triptofanos

proximos ao heme seriam caracterizados como os doadores, emissdo na faixa de
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305 nm-420 nm, e o0 grupo heme como o receptor, no caso, para a DevS, absorcéo
em 414 nm na forma oxi e 422 nm na forma carboxi. **

Em nossos estudos foi observado um leve deslocamento do maximo de
intensidade de fluorescéncia da proteina DevS de 334 nm, quando na forma oxi
(DevS-05,), para 337 nm, na forma carboxi (DevS-CO), sugerindo uma possivel
mudanca estrutural na proteina entre o estado ativo e inativo, de modo que, quando
ligada ao CO, os residuos de W estdo levemente mais expostos ao solvente, Figura
12. Adicionalmente, observa-se uma leve diminuicdo na intensidade da banda de
emissdo que reforca essa atribuicdo. Apesar de que a transferéncia de energia do
triptofano para grupo heme ser bem descrita, e geralmente pode responder por
reducdo na emissdo de triptofanos préoximos ao grupo heme, esse fenbmeno néo
provoca alteracdo do maximo de emissdo, 0 que supomos nédo estar envolvido aqui,
visto que, quando ligada a CO, o maximo de absor¢cdo da proteina desloca-se para

422nm, implicando numa menor sobreposicao para a transferéncia de energia.

Figura 12 — Espectro de emissdo de fluorescéncia de 1 uM da proteina DevS nas formas oxi
(vermelho) e carboxi (azul) em tampao Tris-HCI 10 mM pH 8. Excitagdo: 295 nm. Emissado: 305-420

nm. Fendas de emisséo e excita¢do 0,75 mm.
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4.4.2. Estudos de Afinidade de Ligantes a Proteina DevS por Fluorescéncia

A fluorescéncia, em geral, € bem mais sensivel a mudancas no ambiente
gue a absorbéancia, por isso € o método mais utilizado para estudar interacdes
proteina-ligante. %

A associacao de ligantes a proteinas pode ser descrita quantitativamente
empregando-se equacdes de equilibrio quimico. De maneira geral a ligacdo de uma
proteina (P) a um ligante (L), pode ser descrito conforme a expressao de equilibrio:

P+L=PL
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Em bioquimica esse equilibrio geralmente é apresentado invertido, de
forma que se descreve comumente como um Kg, constante de dissociacao, ao inves
da K,, constante de afinidade. Desta forma, a expressdo da constante de equilibrio
para a liberag&o do ligante define-se como:

[P]. [L]
~[PL]

Equacéo 3

Essa forma de descricdo se torna util, pois quando metade dos sitios
estdo ocupados, a concentracao de ligante L, [L], sera igual ao valor de Ky, assim, a
constante de dissociacdo corresponde a concentracdo molar do ligante em que
metade dos sitios de ligacdo do ligante disponiveis na proteina estdo ocupados.

Alguns ions metdlicos, quando ligados a proteinas podem catalisar
reacdes e realizar funcdes fisioldgicas especificas. Proteinas histidina quinases, em
geral, requerem céations divalentes para sua atividade de fosforilagdo sendo o Mg®* o
preferido para a atividade catalitica da DevS, todavia Mn** tem ainda expressiva
atividade.'® Sousa et al. (2007), verificou uma inibicdo da atividade quinase da
proteina DevS quando empregado Ca?*. O Mg?*, em geral, liga-se entre o 8 e 0 y-
fosfato do ATP e do ADP, neutralizando a densidade de cargas negativas e
facilitando a ligac&o do nucleotideo fosfatado com a enzima substrato.*> Examinando
a cinética de transferéncia do grupo fosforil no sistema de dois componentes
FixL/FixJ, Gilles-Gonzalez e Gonzalez, 1993, verificaram que a presenca de Mn*
acelera a autofosforilacdo da proteina FixL, uma proteina heme sensora.*
Adicionalmente, observou-se que um ion zinco(ll) encontra-se na estrutura
cristalografica do dominio de ligacdo a ATP da DevS, coordenado em uma
geometria tetraédrica aparentemente estabilizando o sitio de ligacdo do ATP através
da interagao Zn** com o residuo de glutamato (Glu537).** Apesar dessas
observacdes ndo houve ainda nenhuma medida quantitativa destas interacdes e sua
possivel influéncia estrutural.

Uma caracteristica da tuberculose pulmonar (TB) € a formagédo de
granulomas, o que requer comentar brevemente sobre a importancia de metais para
a viruléncia da Mtb. A calprotectina € uma proteina presente em grande quantidade
na fracao citosélica de neutréfilos, membro da familia S100 de proteinas de ligacao
a célcio e zinco, sendo liberada pela ativacdo de leucOcitos em resposta a uma

doenca inflamatoria. % Curiosamente, as proteinas S100, como a calprotectina, s&o
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proteinas dominantes produzidas por neutrofilos em granulomas pulmonares de
pacientes com TB. Nao surpreendentemente, o sistema imune do hospedeiro tenta
restringir a disponibilidade de manganés e zinco em resposta a infeccdes
bacterianas usando a proteina quelante calprotectina.® Os metais de transicdo s&o
constituintes essenciais de todos 0s organismos vivos, desempenhando papéis
estruturais e cataliticos cruciais em muitas enzimas e fatores de transcricdo. O
namero de proteinas que contém zinco identificadas em micobactérias aumentou
significativamente & medida que mais estruturas de proteinas sdo resolvidas. Nos
macréfagos, mostrou-se que o zinco se acumula nos fagossomas que contém M.
tuberculosis e que as cepas bacterianas sem resisténcia ao zinco, ACtpC, sao
prejudicadas na sobrevivéncia intracelular.*® Um exemplo que revela isto s&o as
enzimas P1B-ATPases, as quais sdo responsaveis pelo efluxo de metal
citoplasmatico e desempenham papel importante na limitacdo das concentracfes de
metal citosélico ou na maturacdo de metaloproteinas secretadas. A P1B-ATPase,
CtpC, necessaria para a sobrevivéncia de Mycobacterium tuberculosis, também é
uma ATPase de transporte de Mn*? necesséria para a homeostase e a organizacdo
estrutural de metaloproteinas secretadas em Mycobacterium. *’ Devido a isso, e a
auséncia de medidas das afinidades de ligacdo aos metais Mg?*, Ca?*, Mn** e Zn?*
frente a proteina DevS, realizou-se esse estudo de forma preliminar.

Inicialmente, verificou-se a fluorescéncia intrinseca da DevS com a adi¢cao
de Mg?" e Ca®". Para a oxi-DevS, a adicdo de Mg?* e Ca?*, 0 a 1 mM, levou a uma
supressdo de fluorescéncia, porém, sem variagdo significativa no espectro e sem
deslocamento do maximo de emissdo em 334 nm. Para a forma carboxi da
proteina, com a adicdo de Mg**, 0 a 0,8 mM, nao foi observado mudanca no sinal de
emissao de fluorescéncia, Figura 13. As variagcoes de fluorescéncia ndo originaram
um comportamento compativel com analise por um modelo de interacdo para a

associacao a um ou multiplos sitios do ligante a proteina.

Figura 13 — Espectro de emissado de fluorescéncia de 1 uM da proteina DevS na forma oxi com
adicio de 0 a 1 mmol L™* de cations divalentes (Ca®; Mg®"), e maximos de intensidade de
fluorescéncia a 334 e 337 nm. Adicdo de CaCl,. A e B (Oxi); E e F (carboxi). Adicao de MgCl,. C e D

(oxi); G e H (carboxi). Excitagcao: 295 nm, Emissao: 305 a 420 nm. Fenda de 0,75 mm.
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442.1.

Sonda Fluorescente

Estudo de Afinidade a Cations Divalentes Utilizando Bis-ANS como

Outra estratégia metodologia usada em fluorescéncia para o estudo de
proteinas se da com o uso de fluoroforos extrinsecos, ou seja, agentes fluorescentes
nao pertencentes a proteina. HA uma série de interessantes agentes fluorescentes
extrinsecos que apresentam uma forte emissédo fluorescente quando ligados a
estruturas hidrofébicas. Destaca-se, nessa classe de compostos, o 4,4'-bis—1—
anilinonaftaleno—8—sulfonato (Bis-ANS), primeiramente descrito por Rosen and
Weber em 1969, o qual interage ndo covalentemente com os sitios hidrofobicos de
proteinas, sendo largamente utilizado como sonda para investigar alteracdes nesses

microambientes. O Bis-ANS se liga a superficies hidrofébicas de proteinas com alta
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afinidade. A fluorescéncia desse corante aumenta dramaticamente, e 0 maximo de
emissdo sofre um deslocamento para o azul consideravel quando o microambiente
muda de agua para outro de menor polaridade, tal como um sitio de ligacdo numa
proteina. *® Desta forma, investigou-se a interacéo do Bis-ANS com a proteina DevS
nas formas inativa, ligada ao oxigénio molecular, e ativa, ligada ao CO.
Curiosamente, observou-se uma maior afinidade do marcador fluorescente pela
proteina DevS quando esta encontrava-se na forma carboxi, que € enzimaticamente
ativa. O tratamento dos dados empregando-se uma equacgcao de associagcao a um
Unico sitio de ligagdo resultou em Ky's para a forma oxi de 9,2 £ 0,5 uM, enquanto
para a forma carboxi de 3,5 £ 0,3 pM. Esse resultado indicou uma afinidade de
guase trés vezes maior para a proteina na sua forma ativa, Figura 14.

E interessante perceber as diferencas encontradas para 0S maximos
comprimento de onda de emissdo para a titulagdo com Bis-ANS da proteina na
forma ativa e inativa, 485 nm para a DevS oxi e 480nm para a DevS carboxi. Estes
dados sugerem um ambiente mais hidrofébico para esta dltima, possivelmente,

sendo a razado de um menor valor de Ky do Bis-ANS na forma ligada a CO.

Figura 14 — Espectro de emisséo de fluorescéncia de 1 uM da proteina DevS em Tris 10 mM pH 8. A
e B — ligada a oxigénio, com a concentracdo de Bis-ANS variando de zero a 24 yM. C e D - ligada a
monéxido de carbono, com a concentracdo de Bis-ANS de zero a 16 uM. Constantes de dissociacao
utilizando uma equacéo para um sitio de ligacdo, K4 = 9,9 + 0,6 UM na forma oxi e K4 = 3,4 + 0,3 uM;
R =0,99.
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A ligacdo de ions metélicos aos residuos de aminoacidos, em geral,
segue as regras gerais da quimica de coordenacao — acidos (aceptores de elétrons)
e bases (doadores de elétrons), cujo conceito de Pearson de espécies duras e
macios podem ser empregados, desta forma acidos e bases macios se ligam entre
si, sendo geralmente espécies grandes e facilmente polarizaveis; enquanto que
acidos e bases duros tem maior afinidade um pelo outro, sendo em geral espécies
pequenas e pouco polarizaveis. Por exemplo, o oxigénio se comporta como uma
base dura e se liga, preferencialmente, a fons metalicos duros como Ca?*, Mg?* e
Mn?* que funcionam como acidos duros. O Zn?" esté na fronteira entre macio e duro
e assim se liga bem tanto ao oxigénio quanto ao enxofre, que € uma base macia, e
ainda ao nitrogénio, que € um doador eletrénico intermediario entre o oxigénio e o
enxofre.*

Desta forma, em nossos estudos, verificou-se a afinidade de cations
divalentes a proteina DevS nas formas ativa, Fe'-CO, e inativa, Fe"-O,, revelando
uma interessante tendéncia de aumento de afinidade nesta ordem: Mg** < Ca** <
Mn*" < Zn** conforme podemos ver na figura 15 e tabela 5. Nota-se ainda uma leve
variacdo nos maximos de emissdo, em que, para Mg?*, Mn?* e Zn?*, h4 um leve
deslocamento de 2 nm entre as formas ativas e inativas, 0 que ndo ocorre com o
Ca?*. Coincidindo, para a forma ativa, em 478 nm o méaximo para a adicdo de Mg?"*
e Zn** e, em 480 nm, para a adicdo de Ca** e Mg?".

Figura 15 — Medidas de Afinidade a fons Divalentes. Curvas de titulag&o fluorimétricas de cations
divalentes a 1uM de proteina DevS, dados ajustados a equacao de um sitio de ligacdo. A, C,Ee G
correspondem a DevS oxi, inativa. Em B, D, F e H a proteina esta ligada a CO, ativa. (R2>0,98 para

todas as medidas)
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Tabela 5 — Valores de Kd (uM) para as adi¢Bes de cétions divalentes das fomas oxi e carboxi da

proteina DevsS.

Mg~ ca” Mn=* Zn“*
Fe'-0, 4245+87 3136+84 176,8+50 437+472
Fe'-co 401,7+175 227,6+83 1845+69 51,3+4,0

Fonte: Elaborada pela autora.

Sugere-se, com a tendéncia observada, do Mg?* ao Zn?*, que a afinidade
aos cations metalicos € mais eficiente quanto mais macio ele for, possibilitando mais

pontos de interacdo com os residuos de aminoacidos da proteina.
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4.4.2.2. Afinidade de Ligantes a Proteina DevS Utilizando Bis-ANS como Sonda

em Tampao Salino

Com o aumento da concentragdo de Tris-HCl na solugéo de Bis-ANS
ligado a proteina verificou-se um aumento sucessivo da intensidade de fluorescéncia
até a saturacao, em 100 mM, indicando um aparente Kd = 27,8 + 0,7 mM, e ainda
percebeu-se um leve deslocamento para o vermelho, possivelmente insignificante,
também visto por Huiran Yin et. al., 2007, em seu estudo das regides hidrofébicas
das proteinas morfogenéticas do osso utilizando Bis-ANS. A Figura 16 sugere que a

salinidade do tamp&o pode influenciar na variacao de fluorescéncia.

Figura 16 — Espectro de emisséo de fluorescéncia para a titulacdo de 1 uM de DevS oxi com Tris-HCI
pH 8, de 10 mM a 100 mM, utilizando Bis-ANS como sonda a esquerda. Curva de saturacdo de Tris-
HCI a proteina DevS na forma oxi ligada a 12 pM de Bis-ANS acompanhando os maximos de
emissdo de fluorescéncia em 480 nm. Kd = 27,8 mM + 0,7 utilizando a equacdo de um sitio de
ligacdo a direita. (R2 =0,99) Excitacdo: 350nm. Emisséo: 360 nm — 600 nm. Fenda: 0,75 mm.
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Com base na observacdo anterior, realizou-se titulacbes de 1uM de
proteina DevS na forma oxi com 12 uM de Bis-ANS empregando-se Mg?*, agora em
tampdes mais salinos diferentes dos empregados na figura 15A. Curiosamente, foi
observado uma maior afinidade do metal pela proteina, evidenciado pelo menor
valor de Ky, tanto para um tampéao com 50mM Tris-HCI quanto para outro contendo
adicionalmente também 50 mM NaCl. No tamp&o Tris-HC| 10 mM o K4 para o Mg**
foi de 424 + 9 uM, Figura 17A, enquanto que em Tris-HCI 50 mM foi 254 + 35uM; ja
em tampao Tris-HCI 10mM contendo NaCl 50 mM, o Kd foi ainda menor, 164,0 =
13,0 puM, Figura 17B.
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Figura 17 — Espectro de emissdo de fluorescéncia e curva de associacdo ao Mg®*, 0 a 2 mmol L™ M,
da proteina DevS oxi utilizando Bis-ANS como sonda acompanhando o maximo de emissdo de
fluorescéncia em 485 nm, equacéo considerando um sitio de ligagdo. A— 50 mmol L* Tris pH 8. (R*=
0,96) B — 10 mmol L™ Tris, 50 mmol L™ NaCl pH 8. (R? = 0,988)
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Para a forma carboxi foi verificado também um aumento de fluorescéncia
até a saturacdo com a adicdo de NaCl de 0 a 1 mmol L™, a 1 pM de DevS carboxi
utilizando Bis-ANS como sonda, observando-se Kq = 126,7 + 8,6 pM. (R? = 0,99).
Diferentemente do que se observou para a forma oxi, apos a adicdo de NacCl, titulou-
se com Mg?* e foi observada uma expressiva menor afinidade do Mg?* pela DevS
carboxi, Kq de 1072 + 66 pM, Figura 18, em relacdo ao resultado apresentado na
figura 15B, sendo em Tris-HCI 10 mM o Kd de 402 = 18 pM.

Figura 18 — Espectro de emisséo de fluorescéncia e curva de saturacao de ligantes a proteina DevS
carboxi em Tris 10 mM pH 8 acompanhando o maximo de emisséo de fluorescéncia, considerando a
equacdo para um sitio de ligacdo. A — Titulagdo com NaCl, 0 a 1 mmol LY. B— Titulagdo com MgCl,,
zero a 2,6 mmol L™, apés adicéo de 1 mmol L™ de NaCl.
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E interessante notar que com o aumento da concentracdo de NaCl ocorre
um certo deslocamento para maiores comprimentos de onda do maximo de emisséo
na titulacdo com Mg?* tanto para a forma oxi quanto para a carboxi. Sendo que em
Tris-HCI o maximo para a forma oxi € 480 nm, Figura 15A, e em 50 mM NaCl, o
maximo ocorre em 485 nm, Figura 18. Para a forma carboxi, em Tris-HCI o0 maximo
foi observado em 478 nm, Figura 15B, e, com a adicdo de 1 mM de NacCl, foi em 480
nm, Figura 18B. Essas alteracdes possivelmente se devem a mudancas nas formas

oligoméricas, como posteriormente sera discutido.
4.5. Estudos estruturais empregando dicroismo circular (CD)

Cada vez mais a técnica do dicroismo circular (CD) tem sido utilizada
como uma ferramenta valiosa para o estudo de proteinas em solucdo. O fenémeno
do CD baseia-se numa propriedade que algumas substancias possuem de absorver
diferentemente a luz circularmente polarizada a direita e a esquerda. Para tal, a
molécula deve ser quiral, ndo apresentando plano de simetria ou gerar um
componente estrutural quiral ou ainda conferir um ambiente quiral mesmo a uma
molécula aquiral, que originara sinal no CD. Num material quiral, apds a passagem
da luz pelo material, que apresenta sinal de CD, as componentes da luz polarizada a
direita (R) e a esquerda (L) sdo diferentemente absorvidas, logo a radiacdo
apresentara resultante eliptica, Figura 19. Os instrumentos de CD medem a
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diferenca de absorbéancia entre os componentes L e R polarizados circularmente,

(AA=A_-ARr), mas geralmente relatam isso em termos de elipticidade (6) em graus.

Figura 19 — Absorcédo dos componentes da luz polarizadas a direita (R) e a esquerda (L). Em A, as
componentes sdo absorvidas por igual, gerando um plano circular. Em B, as componentes séo

absorvidas diferentemente, gerando uma resultante eliptica.

Fonte: KELLY, S. M.; JESS; PRICE (2005).

No caso das proteinas, os principais grupos opticamente ativos sédo as
ligacbes peptidicas e as cadeias laterais de aminoacidos aromaticos. A regido do
ultravioleta distante (Far-UV de 190 nm a 240 nm), em que as ligacbes amida
absorvem, revelam os diferentes tipos de padrdo de estruturas secundarias
regulares como alfa-hélice e folhas beta. A regido do ultravioleta proximo (Near-UV,
de 260 nm a 320 nm) € a faixa de absor¢do dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, os quais podem ser usados para inferir alteracoes
conformacionais envolvendo tais grupos. Os cofatores proteicos também absorvem
no CD, no caso de hemeproteinas, o grupo heme pode ser investigado na regido do
visivel (300 nm — 500 nm). * Importante mencionar que o grupo heme livre ndo
apresenta sinal de CD, somente ao se ligar a proteina € que se observa quiralidade

conferida pelo ambiente.

4.5.1. Determinacédo da Estrutura Secundéria da DevS

Para determinar a estrutura secundaria de uma proteina desconhecida
métodos de predicdo podem ser utilizados a partir de estruturas de proteinas
similares conhecidas. * A figura 20 mostra as caracteristicas espectrais de
estruturas secundarias regulares como alfa hélices, que apresentam dois minimos
negativos em 208 nm e 222 nm e um maximo positivo em 193 nm; folhas beta, com
um sinal negativo minimo em torno de 215 nm e um maximo positivo em 196 nm; e

os lacos aleatérios, com um pequeno minimo negativo em torno de 198 nm.
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Figura 20 — Espectros de dicroismo circular na regido do UV distante de estruturas secundarias

caracteristicas de proteinas.

80 1

" Alfa-hélices
* Folhas-beta
B0 4 . Lagos =ail
aleatérias

a5

&

CD signal x10™ (deg.cm”idmole)

180 200 210 220 230 240 250
Wavelength (nm)

Fonte: http://www.fbs.leeds.ac.uk/facilities/cd/ acessado em 01 de agosto de 2017.

Na regidao do UV distante observamos, tanto para as formas inativas (oxi
DevS (Fe'-0,) e met DevS (Fe'"-H,0)) quanto para ativas (deoxi (Fe") e carboxi
(Fe"-C0)) , a presenca de um maximo positivo na regido de 190 nm e dois minimos
negativos na regido de 208 nm e 222 nm, caracterizando uma proteina cuja
estrutura secundéaria € majoritariamente composta por alfa-hélices, Figura 21. As
duas transi¢bes que dominam o fendmeno do CD na regido do UV distante, abaixo
de 240 nm, s&o a transigao 1y = 1" que € essencialmente responsavel pelo maximo
positivo em aproximadamente 190nm, e a transicdo n - 1%, pelo minimo na regiao
de 220 nm para as alfa-hélices. ** Hennessey et. al., 1981, estudou a estrutura
secundaria de diversas proteinas por meio de CD, encontrando, para as heme
proteinas citocromo c, 42% de alfa-hélices e 3% de folhas beta; hemoglobina, 68%
de alfa-hélices e 1% de folhas beta; e mioglobina, 83% alfa-hélices e zero folhas
beta, valores bem proximos aos das estruturas de raios-X obtidas para essas

proteinas.*

Figura 21 — Espectro de dicroismo circular na regido do UV distante para a proteina DevS em Tris-
HCI 10 mM pH 8 a 25°C. A — 1,5 uM de DevS nas formas oxi e met. B — 1,25 uM de DevS nas formas

deoxi e carboxi.
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Para a obtencédo das porcentagens de alfa-hélices e folhas-beta da DevS foi
utilizado o programa Dichroweb, o qual inclui uma gama de banco de dados e
parametros variados para se determinar a estrutura secundaria de proteinas,
contendo, entre outros, os programas CONTINLL, CDSSTR e SELCONS3, a fim de se
calcular uma meédia dos resultados obtidos para obtermos dados médios mais
confidveis da estrutura secundaria da DevS, Tabela 6. ®* A anélise dos trés
programas revela as médias das alfa hélices, 41%, e das folhas beta, 16%, bem
como apresenta estruturas nao identificadas neste outro programa como as “random
coils” e parte da estrutura desorganizada. A convergéncia dos dados para os trés
programas fornece um maior grau de confianca nos resultados da Tabela 6.
Adicionalmente, convém mencionar que nao houve diferencas significativas entre as
outras formas da DevS (deoxi, carboxi ou met). Esses resultados nos informam
também que as formas ativas e inativas ndo sofrem alteracdo de estrutura
secundaria.

Tabela 6 — Composicdo da estrutura sencundéaria de oxi DevS a partir da analise dos programas
CONTINLL, CDSSTR e SELCONS.

a Helices Folhas B Random coils N&o-organizada Total
Selcon 3 0,400 0,176 0,125 0,307 1,008
Contin 0,408 0,164 0,121 0,308 1,001
CDSSTR 0,430 0,150 0,120 0,300 1,000
Média (%) 41 16 12 31 100

Fonte: dados gerados pelo colaborador Dr. Geancarlo Zanatta, professor/pesquisador no

Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara (UFC).
4.5.2. Investigacado da Estrutura Terciaria da DevS

A regido do espectro de CD entre 260 nm a 320 nm corresponde ao UV

proximo, sendo a faixa entre 255 nm a 270 nm atribuida & absorgéo da fenilalanina,
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a de 275 a 282 nm a tirosina e entre 290 a 305 nm correspondente ao triptofano. As
bandas nessas regifes surgem de transi¢des vibrénicas em que estdo envolvidos
diferentes niveis vibracionais do estado excitado. A forma e a magnitude do espectro
da regido do UV préximo dependerd da natureza dos aminoacidos aromaticos
presentes na proteina, do ambiente em que eles se encontram, da mobilidade e de
sua disposicéo espacial no polipeptideo. Apesar dos estudos dessa regido espectral
nao fornecerem, ainda, informacdes precisas sobre a estrutura terciaria da proteina,
utiliza-se o UV proximo como uma espécie de impressao digital da proteina, sendo
possivel avaliar mudancas estruturais através de estudos comparativos entre
proteinas selvagens e mutantes, nas suas formas ativa e inativa, alterando o
ambiente com variacéo de pH, salinidade, entre outros.*

A figura 22 mostra o espectro de UV proximo da proteina DevS nas
formas oxi/met e deoxi/carboxi, inativas e ativas, respectivamente. Pode-se observar
gue h& uma brusca mudanca na regido dos aminoacidos aromaticos entre as formas
oxi e met, apesar de ambas serem referentes a formas inativas. Por outro lado, para
as formas deoxi e carboxi ha uma certa convergéncia, as quais se referem a formas
ativas da proteina. Se compararmos as formas carboxi e met que tem atividades
opostas ainda assim observa-se expressiva similaridade. Claramente somente o
ligante O,, na forma oxi, provocou mais distinta alteracdo do sinal de CD, enquanto

todos os outros mostraram-se bastante analogos em certa extenséao.

Figura 22 — Espectro de dicroismo circular na regido do UV préximo de 30uM da proteina DevS em

tampao Tris-HCI 10mM pH 8 a 25°C. A — DevS oxi e met. B — Deoxi e carboxi.
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Nos estudos realizados por Basudhar et. al. (2016), os autores indicam a
importancia do residuo de tirosina 171, presente no dominio heme, funcionando na
estabilizacdo da rede de ligacdo de hidrogénio entre alguns residuos da cadeia

lateral da proteina que se dispdem distais ao heme. Ha indicios de que este residuo
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seja importante para a comunicacao do sinal para o dominio quinase, segundo Yukl
et al. (2008), visto que a perda do residuo em questdo comprometeu a atividade
quinase do dominio enzimatico.* Devido a seu papel aparentemente critico e sua
participacdo também na interagcdo ao oxigénio, parece razoavel supor que esteja
envolvido nos sinais diferenciais de CD observados para a forma oxi-DevS. Contudo
tais resultados devem ser encarados de forma qualitativa, uma vez que ha 4 outras
tirosinas localizadas no GAF A e outra tirosina no dominio histidina quinase,

conforme pode-se observar na figura 23.

Figura 23 - Representa¢do esquematica da estrutura e tamanho dos dominios da DevS, indicando a
guantidade de residuos de aminoacidos de cada subunidade e a posicao aproximada do grupo heme

e do residuo fosforilavel de histidina, além das 6 tirosinas presentes 83, 100, 148, 171, 206, 444.
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Ainda h& poucos estudos a respeito da regido do ultravioleta proximo por

dicroismo circular, o que limita maiores conclusfes sobre alteracdes estruturais.

4.5.3. Investigacao da regido do cofator heme

Algumas proteinas contém cofatores que absorvem na regido do
UV/visivel. A proteina DevS contém um grupo heme no primeiro dominio GAF, o qual
controla a atividade enzimatica da proteina. O grupo heme sozinho ndo possui
atividade 6ptica, mas torna-se opticamente ativo quando incorporado a proteina. ** A
figura 24 mostra o espectro de CD da DevS na regido do visivel para as formas
inativas e ativas, ligada ao oxigénio molecular/oxidada e néo ligada ao O,/ligada ao
CO, respectivamente, apresentando um minimo em torno de 414 nm para a forma
oxi, em 404 nm para a met, em 421 nm para carboxi e em 433 nm para a forma
deoxi, coincidindo aproximadamente com os maximos de absorbancia para a banda

Soret da proteina nesses estados, 0 que nem sempre ocorre.
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Figura 24 — Espectro de dicroismo circular na regido do UV/visivel de 15uM da proteina DevS em
tampéo Tris-HCI 10mM pH 8 a 20°C. A— DevS oxi e met. B — DevS deoxi e carboxi.
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No trabalho realizado por Nagay et al. (2014), por CD da mioglobina (Mb)
e da hemoglobina (Hb), concluiu-se que a atividade 6ptica do grupo heme na Mb e
Hb decorrem da interagdo de cadeias laterais do heme com a estrutura globina. Tal
conclusao se baseou no fato de que carboxi-Hb com o grupo heme reverso, que néo
contém o grupo vinil/propionatos, exibia espectros de CD com um minimo negativo
na regido da banda Soret, enquanto que a carboxi-Hb nativa apresentou um maximo
positivo da banda Soret. Desta forma, € possivel sugerir que para a DevS, tanto na
forma ativa quanto inativa, a contribuicdo desses grupos laterais do heme para o
sinal de CD ocorre de forma semelhante. Esse resultado difere marcadamente do
gue se observou para a hemeproteina sensora de oxigénio FixL. Nesta proteina o
mecanismo de ativacao/inativagéo iniciada pelo grupo heme provoca expressivas
mudancas na orientacdo dos propionatos, bem como deformacéo do anel porfirinico.
Neste caso observou-se alteracbes claras nos sinais de CD na regido do grupo
heme, inclusive inversées do sinal de CD segundo a dissertacdo de Wellinson
Gadélha Guimardes em 2016, intitulada FixL Hibrida da Bactéria Rhizobium etli:
Estudos Conformacionais e de Estabilidade. Esses resultados para DevS sugerem
gue tais grupos laterais, propionato/vinil, ndo devem sofrer alteracdo estrutural
significativa. Assim, o resultado de CD séao fortalecidos pelas estruturas de raios-X
em que ndo sdo observadas mudangas significativas no grupo heme, seja nas

formas ativas ou inativas.*®

4.6. Investigacdo do Estado de Oligomerizacao por Filtracdo em Gel

Um importante avanco conceitual sobre a transdugcdo de sinal entre o

receptor e o local de ativacdo em uma proteina foi a proposta de que esse
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mecanismo seja alostérico. Esse tipo de sinalizagao a “distancia” ocorre através de
mudancas conformacionais reversiveis e geralmente discretas que mediam a
comunicacao entre os locais de ligacdo ao sinal e resposta na estrutura proteica. Um
modulador alostérico, portanto, trata-se de um sistema, pode ser uma enzima, em
gue um sinal é percebido por um sensor (receptor), causando pequenas alteracées
conformacionais na proteina que poderdo acarretar em mudancas de afinidade do
sitio ativo, por exemplo, Figura 25. No modelo proposto por Monod-Wyman-
Changeux (MWC) sobre a natureza das transi¢des alostéricas, esse tipo de sistema
seria formado por proteinas compostas por subunidades idénticas, chamadas de
oligbmeros, contendo, no minimo, dois estados oligoméricos que se encontram em
equilibrio e que sejam reversivelmente acessiveis, havendo uma distincdo da
conformacdo mais favoravel para a ligacdo do ligante. Assim, o mecanismo de
modulacao alostérico funcionaria por pequenas mudancgas cooperativas de estrutura
guaternaria envolvendo a estabilizacdo de um estado oligomérico ideal para a

molécula alvo. *"*8

Figura 25 — Esquema de uma regulagdo alostérica. A ligagdo do ativador no sitio alostérico leva a

4

mudancas de afinidade do sitio ativo.
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Fonte: elaborada pela autora.
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A estrutura quaternaria das proteinas é essencialmente importante para a
sua funcdo. Investigando a estrutura da DevS por filtracdo em gel, observou-se
multiplos picos que indicam ser octameros, tetrameros e dimeros, visto que a DevS
na sua forma monomérica apresenta massa molecular 62,24 kDa. Os estados
oligoméricos foram atribuidos conforme mostra a curva de calibracdo utilizando
padrdes de proteinas globulares na figura 26 e Tabela 7. Convém mencionar que a
injecdo de dextrana azul (MM = 2.000 kDa) resultou num pico em cerca de 2,75 min,
gue se refere ao tempo de exclusdo da coluna, indicando que as espécies

investigadas foram eficientemente separadas na coluna.
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Figura 26 — Cromatograma para a proteina DevS, na forma oxi, em coluna de filtracdo em gel
analitica, empregando-se tampéo tris-HCI| pH 7,4 e NaCl 50 mM; e a curva de calibracdo de massa
molar (log MM vs tempo) empregando-se as proteinas globulares: 670 kDa, tiroglobulina; 443 kDa,

ferritina; 150 kDa, alcool desidrogenase; 44 kDa, ovalbumina; 17 kDa, mioglobina, com R?=0,98.

2 3 4 5
Tempo (min)
Tabela 7 — Atribui¢do dos estados oligoméricos da DevS na forma oxi, em tris 50mM, NaCl 50mM, pH
7,4, empregando-se a curva padrdo de calibracdo obtida com proteinas globulares usando suas

massas molares (MM) (log MM vs tempo).

Estado oligomérico Tempo de retencéo MM Experimental MM real
Octamero 3,040 507,46 497,92
Tetrdmero 3,467 250,82 248,96
Dimero 3,870 128,41 124,48

Fonte: Elaborada pela autora.

O resultado obtido para a DevS, que demonstra ser uma proteina
multimérica, € bastante curioso, tendo em vista que a FixL, uma heme sensora
bastante analoga mostra-se como dimero em sua forma nativa. Além disso nao foi
observado qualquer mudancas no seu equilibrio oligomérico da forma dimérica com

a presenca de ligantes do grupo heme.”

4.6.1. Comparacdo entre as formas ativas e inativas da proteina

No trabalho realizado por Burns et al. (2014) verificou-se que os estados
oligoméricos de duas heme proteinas em estudo afetavam tanto a taxa de
dissociacdo de O, quanto a atividade enzimética.”* Naquele estudo mostrou-se
também que o ligante sinalizador, oxigénio, induzia alteracdo na proporcdo dos
oligbmeros, apesar de que tais estados se reorganizavam de forma bem lenta. Para
a DevsS, foi também observado uma mudanca nas frac6es dos estados oligoméricos
decorrente dos tipos de ligantes hémicos. Os ligantes que mantinham a proteina

enzimaticamente ativa, DevS nas formas deoxi e carboxi, favoreciam a uma maior
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fracdo da forma octameérica, enquanto que os estados inativos, DevS nas formas oxi
e met, a forma tetramérica e dimérica eram predominantes, Figura 27. Devido a
mudanca imediata na oligomerizacdo frente a alteracdo do ligante heme distal, e
ainda percebendo-se a semelhanca para as formas ativas e inativas, sugere-se um
mecanismo regulador em que o ligante hémico modularia o estado de
oligomerizacdo da proteina. Isso deve certamente afetar a interacdo da DevS com
seu parceiro regulador, a proteina DevR. E interessante comentar um estudo
realizado por Wisedchaisri et al. (2005) em que a estrutura cristalografica da DevR
foi resolvida e verificou-se a proteina como sendo tetramérica, sendo esta uma
estrutura peculiar quando comparada com os outros fatores de transcricdo da
mesma familia com estruturas cristalograficas conhecidas, GergE, NarL e TraR,
verificadas como diméricas.*

Figura 27 — Cromatogramas da proteina DevS 2 pM em Tris 50 mM, NaCl 50 mM pH 7.4 nos estados
ativos e inativos. A — sobreposi¢do das formas oxi (vermelho) e deoxi (azul). B — sobreposi¢do das

formas carboxi (cinza) e met (verde). Em C verifica-se as porcentagens relativas dos picos

deconvoluidos das diferentes formas da DevS com erro menor que 10%.
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Sousa et al. (2007) observou-se que a atividade enzimatica da DevS era
inibida 6 vezes quando ligada ao oxigénio. Ou seja, a taxa de autofosforilacdo é
reduzida em 6 vezes quando DevS encontra-se ligada ao oxigénio.
Consistentemente com essa descoberta, observou-se aqui que a razao entre a
guantidade relativa de DevS na forma octamérica, supostamente sua forma ativa,
guando na forma ligada ao oxigénio (7.8%) e na forma anaerObica (45.8%) &
também de 6 vezes. Todavia, diferentemente dos sensores BpeGReg e PccGSC
descrito por Burns et al. (2014), que também mostraram ter seus estados de
oligomerizacdo dependentes de sua ligacdo ao oxigénio, o sensor DevS tem sua

resposta a mudanca do estado de oligomerizacao rapidamente alterado.

4.6.2. Investigacdo do efeito da concentracdo da proteina nos estados

oligoméricos

Investigou-se a dependéncia dos estados oligoméricos da proteina DevS
com a sua concentracdo. Assim, observou-se um favorecimento dos estados de
maior oligomerizagdo com 0 aumento da concentracdo, ao passo que, com a
diminuicdo da concentragdo, a forma dimérica foi a mais tendenciosa, conforme se

pode observar na Figura 28.

Figura 28 - Cromatogramas de DevS met com o0 aumento da concentracéo de proteina (0,5; 1; 2; 4; 8;
10; 15 e 20 uM) em tampao tris 50 mM, NaCl 50mM, pH 7,4. Nos graficos destacados pelas setas
temos as variacGes das porcentagens dos estados oligoméricos com o aumento da concentracdo da

proteina nos seus diferentes oligdmeros. %
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Pode-se perceber que, as formas octaméricas sdo as mais prevalentes
nos estados ativos, deoxi e carboxi da proteina, enquanto a tetramérica predomina
nos estados inativos, oxi e met. Mesmo sob elevadas concentracdes ainda é
possivel observar alteracdes provocadas pelo ligante hémico. No trabalho realizado
por Burns et al. (2014) o aumento da concentracdo de proteina ndo afeta a
oligomerizacdo, 0 que é curioso visto que, por se tratar de um equilibrio entre
multiplas espécies, espera-se que haja alguma influéncia da concentracéo. Talvez

isso decorra da lenta reorganiza¢ado dos estados oligoméricos.

4.6.3. Isolamento dos estados oligoméricos

Interessados em avaliar se seria possivel isolarmos os estados
oligoméricos e realizar estudos com cada um, foi injetado oxi-DevS em alta
concentracdo e isolados os picos cromatograficos. Com tais amostras isoladas,
foram realizadas suas re-injecdes a fim de avaliar se eram mantidas nos estados
oligoméricos isolados, tal como relatado por Burns et la. (2014). Curiosamente, foi
verificado que a reorganizacdo dos estados oligoméricos da oxi-DevS ocorre logo
apos o seu isolamento. Mesmo a re-inje¢do sendo realizada 5 min apds a coleta das
espécies isoladas ja era possivel observar sua reorganizacdo. Convém mencionar
gue durante isolamento na coluna de filtracdo em gel a proteina é sujeita a
expressiva diluicdo o que deve favorecer a sua reorganizacdo, além de favorecer a
estados de menor oligomerizacdo (tetrdmero e dimero), Figura 30. Esse
comportamento diverge do observado por Burns et al. (2014) em que a forma
tetramérica isolada, por exemplo, praticamente ndo sofreu reequilibrio das espécies
mesmo apo6s 18 horas. Os dados obtidos para DevS corroboram com a ideia inicial
de se tratar de um mecanismo alostérico devido a rapidez na reorganizacdo das
formas, em especial da octamérica, a qual era a predominante na concentracdo de
injecdo da amostra, 20uM de oxi DevS, e apds 5 min de seu isolamento, pode
observar o reequilibrio para os estados de tetrdmero e dimero, dominantes na

proteina na forma oxi diluida, Figura 29.
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Figura 29 — Cromatograma da proteina oxi-DevS 20 uM em tris 50 mM, NaCl 50 mM pH 7.4, em
coluna de filtracdo em gel, destacando nos quadros menores as reinjecbes de cada um dos estados
oligoméricos isolados: octamero, tetramero e dimero, que foram reinjetados nos tempo de 5, 15 e 25

min apos a coleta, respectivamente.
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4.6.4. Monitoramento da reorganizacdo dos estados oligoméricos no tempo

Buscou-se acompanhar a ocorréncia de possiveis alteracbes entre 0s
estados oligoméricos acompanhando no tempo de 5 min a 4h de uma amostra de
DevS. Observou-se variagdes pouco significativas das proporcdes entre os estados
oligoméricos da proteina DevS no tempo decorrido conforme pode se observar na
Figura 30.

Figura 30 — Cromatograma das injecdes da proteina met-DevS 1 uM, apés preparo nos tempos de 5

min, 1h, 2h, 3h e 4h.. Em destaque ilustra-se as mudancas das porcentagens relativas dos estados

octamérico, tetramérico e dimérico no tempo.
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Esses resultados corroboram com a rapida reorganizacdo anteriormente

vista entre os estados ativos e inativos.
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4.6.5. Investigacao do efeito da forcaibnica nos estados de oligomerizacao

Avaliou-se as possiveis interferéncias da forga idnica do meio na
organizacdo dos estados multiméricos da DevS, empregando-se NaCl de 0 a 150
mM. Todavia, a mudanca mais evidente ocorreu entre 0 e 50 mM de NaCl, sendo
mantido praticamente uniforme as quantidades relativas dos estados oligoméricos
entre 50 e 150 mM de NaCl, como observado na Figura 33. Convém mencionar que
o deslocamento dos picos observado nos cromatogramas da Figura 33, sdo também
observados na injecdo de proteinas padrdes sob as mesma condi¢des, 0 que deve
afetar fatores associados a permeacdo/interacdo com a coluna. Entretanto, as

guantidades relativas sao ainda assim pouco afetadas.

Figura 31 — Cromatogramas da oxi-DevS a 1uM em coluna de filtracdo em gel, com variadas
concentragbes de NaCl: 0, 50, 100 e 150 mM, em tampao Tris 50 mM, pH 7.4. Em B mostra-se a

variacdo das fracdes dos estados oligoméricos com 0 aumento da salinidade.
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De acordo com Burns et al. (2016), o aumento da salinidade também néo
provocou nas proteinas ali investigadas mudancas significativas nas fracbes

relativas dos estados oligomeéricos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos de desnaturacdo do dominio GAF-A, que contém o grupo
heme, indicaram que o cloreto de guanidinio, GndHCI, € o agente mais efetivo na
desnaturacdo quimica da proteina que ureia. Tais resultados sugerem que
interagbes ibnicas sejam possivelmente criticos para sustentar tal dominio,
justificando essa observacdo. Adicionalmente, foi observado uma menor
estabilidade frente a desnaturacéo da proteina na forma ligada ao CO, o que poderia
ser justificada pela menor interacdo deste ligante aos residuos distais, 0 que com
oxigénio promove formacdo de ligagdes de hidrogénio. Apesar destes resultados
nao fornecerem informacdes quanto a estabilidade global da proteina, pode-se inferir

uma estabilidade local.

Os estudos por fluorescéncia intrinseca indicaram alteragdes modestas mas
consistentes, quando a proteina DevS encontra-se na forma ativa e inativa.
Considerando que dispoe-se de trés triptofanos localizados aproximadamente em
cada um dos dominios (W215, W369 e W572), ndo seria inesperado que emissao
global deles indicassem mudancgas. Tal como observado por filtracdo em gel que ha
alteragcbes nos estados de oligomerizagdo, estes multiplos estados devem,
certamente, afetar um ou mais desses triptofanos durante esse fenbmeno. Na
verdade, caso se cheque o posicionamento destes triptofanos nas estruturas de
raios-X resolvidas, pode-se vislumbrar seu posicionamento em aparentes interfaces.
Apesar de que nao temos como atribuir que na formagédo desses tetrameros e
octameros tais residuos estejam envolvidos e que facam parte das interfaces de

interacao.

Outros estudos empregando fluorescéncia extrinseca com bis-ANS foram
importantes para avaliar as afinidades de metais divalentes a esta proteina, que
seguiram a ordem Mg* < Ca®" < Mn?*' < zZn%*. Curiosamente, ndo se observou
mudancas significativas medindo tais afinidades seja na forma inativa da proteina ou
na forma ativa, indicando que mesmo com as evidentes alteracoes de estados de
oligomerizacdo provocadas nao se afetaria a afinidade aos ions divalentes. Caso
ocorresse tal efeito, seria uma elegante forma de se modular a atividade enzimatica,

s

uma vez que a atividade histidina quinase é completamente dependente da
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presenca de certos ions metalicos (ex. Mg e Mn?"). Ainda assim, excluir esse

mecanismo de regulacéo € relevante para definir como ocorre a transducéo de sinal.

Os estudos por dicroismo circular sustentaram que ndo ha alteracbes nas
estruturas secundarias durante a ativacao ou inativacao enzimatica da DevS, o que
se mostra compativel com as observacdes de que na verdade ocorre somente
mudancas nos estados de oligomerizacdo, sem efeito nas estruturas secundarias.
N&o menos interessante, na regido do visivel referente ao grupo heme, evidenciou-
se um comportamento inalterado dos sinais da banda Soret em todos os estados
ativos e inativos, contrario ao observado para a proteina FixL. Estes resultados
sustentam que ndo haveria para DevS, durante sua ativacao e inativacao, qualquer
efeito significativo de reorganizacdo dos grupos propionatos/vinil, responsaveis
chaves por este sinal de CD. Isso vem a reforcar essa medicdo como importante
ferramenta para avaliar esse tipo de fenbmeno, que na verdade se mostra bastante
comum para varias hemeproteinas sensoras, ex. FixL, guanilato ciclase solavel, mas
que para DevS ndo se mostra atuante.

Mesmo que as informagbes anteriores sejam importantes para a
compreensao do sistema em estudo, o resultado mais significativo deste trabalho foi
identificar o modo de transducéo de sinal atuante no sensor DevS. Dependendo do
estado da DevS, se enzimaticamente ativa ou inativa, observou-se uma brusca
alteragéo nos estados de oligomerizacéo. Interessantemente, no estado ativo temos
majoritariamente o estado octamérico, bastante ndo usual para essas proteinas,
enguanto que no estado inativo temos majoritariamente as formas tetraméricas e
diméricas. O fator de inativacdo define a resposta provocada por um ligante na
regulacdo da atividade enzimética de uma hemeproteina sensora. Mostrando-se
ainda como o unico caso em que tal regulacdo deve funcionar efetivamente numa
rapida resposta. Entender como essas interfaces se organizam para originar
octameros versus tetramero torna-se de grande relevancia e podera levar ao
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos que atuem bloqueando a formacao
dos octdmeros, inativando o sistema DevS, que podera afetar a dorméncia do
Mycobacterium tuberculosis.
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