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RESUMO

Heme proteinas sensoras (HPS) sio uma classe de heme proteinas cujos
estudos sdo relativamente recentes. As HPS sdo capazes de se ligar reversivelmente a
moléculas como O,, CO e NO por meio do ferro do seu grupo heme, o que leva a
alteragdes estruturais que governam as respostas adaptativas, tornando-as ativas ou
inativas para uma resposta. A FixL € uma histidina quinase encontrada em vdrias
bactérias do género Rhizobium, estando envolvida nos processos de respira¢do
microaerébica e no metabolismo do nitrogénio. Esta proteina tem sido bastante
estudada, sendo considerada um sistema modelo para hemeproteinas sensoras que
desempenham funcdo histidina quinase, e cuja elucidagdo mecanistica pode ajudar a
entender diversos sistemas semelhantes.

Neste trabalho foi produzida e purificada a proteina FixL da bactéria
Rhyzobium etli, Gnica do género estudada até agora, tendo como finalidade investigar
aspectos conformacionais e de estabilidade. Desta forma, empregou-se espectroscopia
de dicroismo circular (CD) para estimar os tipos de estrutura secunddria desta proteina
em seu estado nativo, sendo revelado que sua estrutura se encontra majoritariamente na
forma de o-hélices. Posteriormente, foram investigadas as possiveis alteracdes
conformacionais que a proteina sofre por ocasido da mudanca na sua atividade
enzimadtica provocada por ligantes sinalizadores. Os interessantes resultados obtidos
ilustram a potencialidade da técnica de CD e espectroscopia eletronica em avaliar
alteragcdes estruturais de um estado ativo para inativo que ocorrem aparentemente
através da mudancga das estruturas tercidrias. Os resultados sugerem que as interacoes
do grupo heme com as cadeias protéicas laterais proximas estdo envolvidas na perda de
atividade da FixL ao se ligar ao O, ou ao CN'". Por fim, os estudos de estabilidade por
desnaturacdo térmica e quimica mostraram que a FixLL € menos estdvel que diversas
outras heme proteinas, e que existem diferencas significativas de estabilidade entre o
estado ativo e o estado inativo, particularmente quanto a desnaturacdo quimica, apesar
de ndo haverem diferencas significativas em relagdo a estabilidade térmica. Essas
diferencas na estabilidade foram explicadas a luz de um modelo em que a proteina se
torna mais compacta quanto estd enzimaticamente ativa através de interagdes inter/intra
dominios.

Palavras-chave: Heme proteina sensora. FixL. Conformacdo. Estabili-

dade. Desnaturacao.



ABSTRACT

Heme-based sensors are a class of hemeproteins that studies are relatively
recent. Heme-based sensor are capable to reversibly bind to molecules such as O,, CO
and NO ligands through iron atom, leading to conformational changes that govern
adptative responses, make them actives or inactives to a response. FixL is a histidine
kinase found in several bacteria Rhyzobium, being involved in microaerobic respiration
and nitrogen metabolism processes. This protein has been extensively studied and is
considered a model system to heme-based sensors that are histidine kinases. Its
mechanisthic elucidation may help to understand many similar systems.

In this work protein FixL from Rhyzobium etli, until now one only of genre that
was studied, was produced and purified aiming to investigate conformational and
stability aspects. Therefore, it was used Circular Dichroism (CD) to estimate the kind of
secondary structure in FixL in a active state. It was revealed that it is majority organized
on o-helices. After, it was investigated the possible conformational changes that FixL
protein may have when its activity is changed due to be bounded to a signalizing
ligand. Interesting results obtained suggest the potential use of CD technique and
electronic spectroscopy to assess structural changes from an active state to inactive one
that apparently occur by changing the tertiary structures. The results suggest that the
heme interactions with nearby protein side chains are involved in loss of activity from
FixL to bind O, or CN'. Finally, stability studies by thermal and chemical denaturation
showed that FixL is less stable than many other heme proteins, and that there are
significant differences in stability between the active state and the inactive state,
particularly with regard to chemical denaturation, although not had significant
differences in the thermal stability. These differences in stability were explained in the
light of a model in which the protein becomes more compact when it is enzymatically
active by interaction inter / intra domains.

Keywords: Heme-based sensor. FixL. Conformation. Stability. Denaturation.
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1 INTRODUCAO

Hemeproteinas sensoras (HPS) sdo proteinas que contém além de um dominio
contendo o grupo heme um outro dominio funcional. O grupo heme €, geralmente,
capaz de se ligar a pequenas moléculas gasosas tais como O,, CO e NO. A ligacdo a
estas moléculas gasosas promove alteracdes nos dominios funcionais da proteina
sensora que vao modular a resposta adaptativa celular a variagcdes nos niveis destas
moléculas (GILLES-GONZALEZ; GONZALEZ, 2005).

As heme proteinas sensoras sdo encontradas em todos os reinos da natureza, de
organismos procariontes a eucariontes, possuem diversas funcdes bioldgicas, e podem
estar envolvidas, por exemplo, na fixacdo de nitrogénio em bactérias (GILLES-
GONZALEZ; GONZALEZ, 1993). Dentre os exemplos de hemeproteinas sensoras
descritas na literatura, podemos citar a guanilato ciclase soluvel (sGC), uma enzima
encontrada em mamiferos, que estd envolvida no processo de contragdo do musculo liso
vascular, agregacdo plaquetdria e memoria, dependentes da resposta ao NO (DIERKS;
BURSTYN, 1996); a CooA, um regulador transcricional que controla o metabolismo do
monoxido de carbono (CO) em uma bactéria do género Rhodospirillum (AONO;
NAKAJIMA, 1999); e a FixL encontrada por exemplo na bactéria Sinorhizobium
meliloti, uma quinase histidinica que governa a expressdo de genes responsaveis pela

fixacdo de nitrogénio (TUCKERMAN; GONZALEZ; GILLES-GONZALEZ, 2001).

1.1 O Grupo Heme

O grupo heme é formado por um sistema de anel heterociclico derivado da
porfirina, contendo um atomo de ferro central. Sdo quatro anéis pirrélicos unidos por
atomos de carbono, e geralmente por quatro substituintes metila, dois propionatos e dois
grupos vinila. Esse macrociclo sem o dtomo metdlico central é denominado de
protoporfirina IX (MOREIRA et al., 2011).

Existem algumas variacdes observadas para o grupo heme, cujas mudancas se
ddo nos grupos substituintes do anel protoporfirinico. As formas mais comuns de se
encontrar esse grupo sdo como heme-b e heme-c. O heme-b € um complexo ferro-
protoporfirina IX que ndo se liga covalentemente a proteina através do macrociclo
(FIGURA 1-a). Por outro lado, no grupo heme-c sdo estabelecidas ligagdes covalentes

do tipo tioéter entre cisteinas da proteina e os grupos vinila do macrociclo (FIGURA 1-
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b). Além dessas formas mais comuns para o grupo heme, existem também o0s grupos

heme-a, heme-d; e heme-o (BOWMAN; BREN, 2008).

FIGURA 1 — Férmulas estruturais de diferentes tipos de grupo heme. A) Heme-b
(complexo ferro-protoporfirina IX); B) Heme-c (cadeia protéica representada por linha
curva ligando atomos de enxofre).

A) B)

=

COz  coy CO2  coy
Fonte: o autor.

Os complexos formados como grupo heme nas hemeproteinas assumem dois
arranjos ideais com respeito ao dtomo de ferro: octaédrico, quando o ferro encontra-se
hexacoordenado, ou piramidal quadrado, quando encontra-se pentacoordenado. Nas
hemeproteinas temos quatro dos ligantes fornecidos pelo anel porfirinico através das
suas ligacOes estabelecidas com os dtomos de nitrogénio ao ferro; enquanto o quinto
ligante vem de residuos de aminodcidos da propria cadeia protéica. O sexto ligante,
quando presente, pode ser uma molécula de H,O, O,, CO, NO ou outro ligante
especifico, inclusive de aminodcidos da prdépria cadeia proteica, dependendo da
hemeproteina. Os dois ligantes distintos daqueles fornecidos pela protoporfirina sdao
ditos ligantes axiais, e ficam perpendiculares ao plano do anel (RAFFERTY; DAYER,
2015). O grupo heme contendo um 4dtomo de ferro pentacoordenado ¢
caracteristicamente de spin alto, ao passo que ao se tornar hexacoordenado ele podera
ser de spin alto ou spin baixo, dependendo da natureza dos ligantes axiais. Ligantes
como a histidina e a metionina, que sdo de campo forte, fazem com que se observe o
ferro na configuragdo de spin baixo (FONSECA; PAQUETE; LOURO, 2014).

As hemeproteinas sensoras possuem geralmente um grupo heme do tipo b,

onde o nitrogénio do anel imidazélico de um residuo de histidina da cadeia protéica se
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coordena a uma das posi¢des axiais de coordenacdo (CHO et al., 2009; GONG et al.,

1998; PARK et al., 2004).

1.2 Proteinas FixLL

Os genes fixL que codificam proteinas sensoras FixL foram primeiramente
descobertos em bactérias do gé€nero Rhizobium. Nesses organismos a proteina FixL
desempenha as seguintes fungdes: permite a sobrevivéncia na auséncia de O,, regula a
expressdao de genes responsdveis pela fixacdo de nitrogénio e por processos de
desnitrificacdo sob condi¢des de hipoxia (GONZALEZ, 2008).

Estudos espectroscépicos mostram que as proteinas FixL se assemelham a
hemoglobina humana quanto ao estado eletronico e a coordenacdo quando t€ém o ion
ferro do grupo heme na forma de ferro (II), mas diferem quando t€ém o fon ferro (III).
Na hemoglobina, em pH menor que 8, o ferro (III) esta associado a uma molécula de
agua, e o complexo apresenta uma banda de Soret intensa em 405 nm no espectro
eletronico de UV-Vis. Nas FixLs, com ferro no mesmo estado de oxidacao, essa banda
se mostra menos intensa e deslocada para 395nm, indicando pentacoordenagdao
(GILLES-GONZALEZ et al., 1994), o que é confirmado pelas estruturas de raios-X
disponiveis (MIYATAKE et al., 1999, 2000). Na FixL da Rhizobium meliloti o ferro
estd ligado ao anel protoporfirinico e ao imidazol de uma histidina da cadeia protéica.
Esta ligacao é dita proximal e fica perpendicular ao plano do anel (MIYATAKE et al.,
2000). Dependendo da presenca de outro ligante axial no grupo heme e do tipo de
ligante, a FixLL apresenta diferencas no espectro eletronico de absorcdo. A tabela 1 traz
os valores dos maximos de absor¢do para a banda de Soret (banda B) e para as bandas QO
para diferentes formas da FixL.

A FixL pertence a uma classe de proteinas que formam sistemas de dois
componentes. Esses sistemas sdo responsdveis por um sofisticado mecanismo de
estimulo/resposta acoplados. De forma geral, o dominio sensor do sistema de dois
componentes trata-se de uma histidina quinase que ao perceber uma altercdo no
ambiente se altofosforila. Em seguida ocorre a tranferéncia do grupo fosfato para um
residuo de aminoécido do dominio regulador de resposta, que deve desencadear alguma
alteracdo celular para adptacdo as mudancas ambientais (STOCK; ROBINSON;
GOUDREAU, 2000).
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As proteinas FixLs sdo, além de hemeproteinas, quinases histidinicas. As
quinases sdo enzimas que catalisam a transferéncia de grupos fosfato de nucleotideos
fosfatados, tipicamente ATP (do inglé€s, adenosinetriphosphate — trifosfato de
adenosina), para seus substratos. Um cétion divalente como o Mg2+ou Mn?*é necessario
a reacdo, desempenhando funcdo estrutural e catalitica na proteina (ROSKOSKI, 2015).
Antes de ocorrer a tranferéncia do grupo fosfato, deve haver a autofosforilacio, a qual
ocorre em condi¢des de hipoxia, quando a proteina FixL encontra-se ativa. Quando a
concentragdo de oxigénio aumenta o ferro do grupo heme no estado 2+ se coordena a
ele, o que causa o desligamento reversivel na atividade enzimdtica da proteina
(GILLES-GONZALEZ; GONZALEZ, 1993). Similarmente ao observado na FixL, as
hemeproteinas quinases DevS e DosT do microrganismo causador da tuberculose,
Mycobacterium tuberculosis, foram identificadas como estando ativas em hipdxia e
inativas na presenca de oxigénio (SOUSA et al., 2007). Essas proteinas estdo
envolvidas no processo de laténcia da bactéria devido sua interagdo com o fator
transcricional DevR, seu parceiro nos sistemas de dois componentes (DevS-DevR e
DosT-DevR) (ROBERTS et al., 2004; SAINI; MALHOTRA; TYAGI, 2004; SAINI et
al., 2004).

TABELA 1 — Valores dos comprimentos de onda das absor¢cdes médximas da banda de

Soret e bandas Q do grupo heme da proteina FixL em diferentes formas.

FixLL AmaxSoret (nm) Amsx Bandas Q(nm)
Fe’* (met) 395 511°

Fe** — CN (cianomer) 422° 571°

Fe™ (deoxy) 435° 563°

Fe™ — O, (oxy) 418 541/577°

Fe™ — CO (carboxy) 425 542/572¢

a) GILLES-GONZALEZ et al., 1994; b) WINKLER et al., 1996; c) REYNOLDS et al., 2009;
d) MONSON et al., 1992.

As FixLs sdao quinases histidinicas da familia de hemeproteinas PAS. Os
dominios PAS (Per-Arnt-Sim) estdo presentes em diversas proteinas de todos os reinos
de seres vivos (GONZALEZ, 2008). Esses dominios sdo encontrados geralmente
proximos a por¢do N-terminal de proteinas sinalizadoras. Os dominios PAS apresentam

uma estrutura tridimensional conservada, apesar de existirem diferencas em sua
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estrutura primaria (HENRY, J.T. AND CROSSON, 2011). Dentre a estrutura
conservada estdo as regides que tém contato direto com o grupo heme, destacando-se
um hélice F, que se coordena ao ferro. H4 um loop FG que se estende dessa hélice até a
extremidade do heme contendo os grupos propionatos, duas folhas-f antiparalelas (Gg e
Hp) que continuam do loop FG e se alinham ao bolso de ligacdo no lado distal do grupo
heme (GONG et al., 1998). A Figura 3 mostra a estrutura de raios-X resolvida para o

dominio PAS da FixL contendo o grupo heme.

FIGURA 2 — Representacdo esquemadtica da estrutura de raio-X do dominio PAS
contendo o grupo heme na FixL de Bradyrhizobium japonicum no estado ferroso
pentacoordenado, PDB 2vv7 (hélices-a estdo representadas em vermelho, folhas-} estao

representadas em azul).

Fonte: o autor (PDB 2vv7).

Além desse dominio, as FixLs possuem um dominio funcional onde a atividade
de quinase se processa (HisKA), acoplada a um dominio ATPase, e podem ainda
possuir outro dominio PAS nédo associado a um grupo heme, tal como € o caso para

FixL da Bradyrhizobium japonicum (Figura 3).

FIGURA 3 — Representacdo esquemadtica dos dominios das proteinas FixL de
Rhizobium meliloti, Bradyrhizobium japonicum e Rhizobium etli.(Nomenclatura,
simbolos e organiza¢do dos dominios estdo de acordo com SMART - simple modular

architectu reresearch tool).
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BiFixL _ : s ; HATase

ReFixL _ ; HATase

Fonte: o autor.

FIGURA 4 — Representacdo esquemadtica do funcionamento do sistema de dois
componentes FixL/FixJ. Na auséncia de oxigénio a proteina FixL estd ativa e se
autofosforila, para em seguida tranferir o grupo fosfato (P) para o seu parceiro receptor
FixJ. O receptor ao estar fosfatado e ligado ao DNA € um regulador da transcri¢do dos
genes nif e fix. Quando o grupo heme da FixL estd ligado a oxigénio a reagcdo de
autofosforilacao ndo ocorre, e por consequéncia, as demais etapas também nao ocorrem.
His e Asp sdo residuos de histidina e aspartato que devem ser fosfatados na FixL e na

FixJ, respectivamente.

Ativa

®

(sem O2) @
His \J Asp
' duinace ‘ transcrigdo
1— q , receptor DNA (nif e fix)

Inativa

0:

His Asp

nscrigdo

quinase receptor DNA .
pt e fix)

Fonte: adaptado de TUCKERMAN; GONZALEZ; GILLES-GONZALEZ (2001).
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A ReFixL (FixLda Rhizobium etli) possui ainda um dominio REC (Figura 3),
onde existe um residuo de aspartato que deve ser fosforilado. Esse dominio adicional
REC € geralmente encontrado na proteina FixJ, que ao ser fosforilada pela FixL torna-se
um fator de transcri¢do génica ativa. Essa proteina reguladora compde em conjunto com
a FixL um sistema de dois componentes. A FixJ ap0s ter sido ativada se liga ao DNA,
ativando a transcricio (TUCKERMAN; GONZALEZ; GILLES-GONZALEZ, 2001).
(Figura 4). A ReFixL trata-se de uma hemeproteina sensora hibrida por dispor de uma
estrutura tipica de FixL além do dominio de fosforilacio da FixJ, tornando-a
interessante alvo de estudos estruturais devido seus multiplos dominios funcionais.

Além das formas deoxy e oxy, sdo conhecidas outras formas da FixL que
configuram formas enzimaticamente ativas e inativas da proteina. Quando seu grupo
heme encontra-se com ferro oxidado (Fe3+) e pentacoordenado (forma met) a proteina
estd ativa, ao passo que, no mesmo estado de oxidacdo, ao se ligar a CN (forma
cianomet) a proteina encontra-se inativa, isto €, incapaz de se autofosforilar. Outra
forma ativa da proteina conhecida é quando a proteina estd ligada a CO (forma
carboxy), tal ligacdo s6 ocorre quando o heme esta reduzido (Fe**) (DUNHAM et al.,
2003; TUCKERMAN et al., 2002).

Estudos estruturais com a FixL utilizando cristalografia de raio-X e
Ressoniancia Raman mostram que dependendo da forma em que se encontra o grupo
heme, ocorrem modificacdes em sua conformagdo, que sdo transmitidas ao
microambiente que o circunda e acabam por gerar alteracdes em outras regides da
proteina (GONG et al., 1998; MIYATAKE et al., 2000; YANO et al., 2013). Por
exemplo, na forma met, um dos proprionatos do heme da FixL forma uma ligacdo do
tipo ponte salina, isto €, uma interagdo eletrostatica, com um residuo de aminodcido
conservado (uma histidina ou uma arginina). Ao se ligar a cianeto, o grupo heme
adquire uma conformagdo mais plana, que faz com que a interagdo estabelecida com
esse residuo aconteca com outro proprionato. Essas mudangas governam alteragdes em
toda a proteina, as quais devem estar envolvidas no seu processo ativacio/inativagao

(GONG et al., 1998).
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2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Hemeproteinas sensoras sdao encontradas em diversos seres vivos, de
microrganismos até ao ser humano, sendo responsdveis por respostas adaptativas a
variagdes nos niveis de O,, CO e NO (GONZALEZ, 2008). A proteina FixL é um
sensor que, juntamente com a FixJ, sua parceira num sistema de dois componentes,
regula a producdo de outras proteinas, as quais sdo responsaveis pela respiracio
microaerdbica e pela fixagdo do nitrogénio. Os genes responsdveis pela producao dessas
proteinas ndo serdo expressos enquanto o grupo heme da FixL estiver ligado ao O,, o
que a torna enzimaticamente inativa (GILLES-GONZALEZ et al., 1994; GONZALEZ,
2008; TUCKERMAN; GONZALEZ; GILLES-GONZALEZ, 2001). Esta proteina foi
uma das primeiras hemeproteinas sensoras a serem intensamente estudadas e pode ser
considerada um modelo para outras proteinas dessa classe. Seu estudo € importante para
a compreensdo do papel que hemeproteinas sensoras desempenham na natureza,
auxiliando assim a responder diferentes questdes de grande importancia, inclusive com
implicagdes médicas em seres humanos, como por exemplo, 0s processos de
vasodilatac@o e agregacao plaquetdria ou a persisténcia da tuberculose em humanos.

O objetivo geral deste trabalho é compreender as alteracdes conformacionais
associadas aos diferentes estados (ativo/inativo) da proteina FixL da bactéria Rhizobium
etli bem como realizar estudos de estabilidade desta proteina e obter informacdo ao
nivel da sua estrutura secundaria. Os objetivos especificos incluem:

e Avaliar sua estabilidade estrutural através de desnaturacdo com agente
caotrdpico uréia por espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel.
e Avaliar sua estabilidade térmica e determinar sua temperatura de desnaturacao

(Tm — melting temperature) por dicroismo circular;

e Utilizar a espectroscopia de dicroismo circular para obter dados da estrutura
secunddria da proteina FixL em solu¢do, determinando as quantidades relativas
aproximadas de a-helices e B-folhas;

e Verificar as mudangas conformacionais que ocorrem na proteina quando esta
passa de uma forma ativa para uma forma inativa, utilizando a técnica de
dicroismo circular. Considerando possiveis alteracdes nas estruturas
secunddria, tercidria e no grupo prostético heme.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Nos procedimentos envolvendo solugcdes aquosas foi utilizada 4gua
ultrapurificada através de sistema de purificacao MiliporeDirect Q® 3UV, resistividade

> 18 MQ.cm.

3.1 Gene

Neste estudo empregou-se o plasmideo pRET31, que contem o gene completo
da FixL proveniente da Rhizobium etli clonado no plasmideo pGGNKT (derivado do
pUC19), sob controle do promotor fac, contendo gene de resisténcia a ampicilina para
selecdo em Escherichia coli, tal como descrito na literatura (SOUSA, EDUARDO H S
etal.,2013).

3.2 Crescimento celular e expressao

3.2.1 Transformacio e Pré-indculo

Os procedimentos que exigem ambiente 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.

O processo de transformacao consiste na inser¢ao de material genético estranho
em uma célula bacteriana (SPIZIZEN, 1968). Células capazes de realizar tal processo
sdo ditas competentes (HORECKER et al., 1982). A partir da transformagado é possivel
obter células clonadas com gene(s) de interesse, e que serdo capazes de expressa-lo(s).
A transformacgdo pode ser realizada quimicamente, pela adicio de CaCl,; ou por meio
de um pulso elétrico, uma técnica chamada de eletroporacdo. Nos dois métodos a
membrana celular torna-se momentaneamente permedvel, permitindo a entrada do
material genético. Para a transformacgdo, 2 pL da solucdo contendo o vetor pGGNKT
ligado ao fragmento de interesse (gene fixL) foram misturados a 50 uL de solucdo
contendo células eletrocompetentes de E. coli MC1061 armazenadas a -84°C em 5%
glicerol previamente descongeladas e mantidas em gelo, ficando 1 minuto em incubagdo
a 0°C apo6s a mistura. As células com plasmideo foram entdo colocadas numa cubeta E.
coli Pulser™ (BIO-RAD) para que fosse feita a eletroporagdo. Foi utilizado
Eletroporador MicroPulser ™ (BIO-RAD (USA)).
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A solugdo de células submetidas a eletroporacdo foi misturado um volume de
500 pL de meio de cultura LB Broth Miller (FISHER SCIENTIFIC), previamente
autoclavado e preparado de acordo com as especificacdes do fabricante (25 ¢ L' em
agua deionizada). O crescimento bacteriano realizou-se a 37°C sob agitacdo de 200 rpm
em incubadora tipo shaker orbital (TE-420 TECNAL®) durante uma hora. Utilizou-se
10, 100 e 250 pL desse crescimento para plaquear em meio de cultura solido LB Agar
MO BIOinc., contendo antibidtico ampicilina sédica (SIGMA®) na concentragdo de
100 pg mL™". Apés terem sido plaqueados, as placas de perri foram incubadas por cerca
de 16 horas, a 37°C, em estufa para cultura e bacteriologia (ETHIK TECHNOLOGY).

No dia seguinte foi selecionada uma coldnia isolada nas placas para inoculagao
em 10 mL de meio de cultura liquido contendo ampicilina (100pg mL™). ApOs 16 horas
sob agitacdo e a 37°C, foram usados SuL desse crescimento para inocular SOmL de
meio de cultura liquido contendo ampicilina na concentragio de 400 ug mL’'. A
concentracdo de ampicilina foi aumentada 4 vezes em relagdo ao crescimento em meio
LB 4gar para aumentar a eficiéncia na selecdo de células contendo o plasmideo com
resisténcia a ampicilina. Foram feitos 5 crescimentos sucessivos nessas condicdes,
utilizando-se sempre SuL de crescimento para inocular 50 mL de meio de cultura fresco
e cada crescimento durando cerca de 6 horas, cuja densidade Optica a 600 nm
encontrava-se ~0.05 (~107 células mL'l). Ao final do 5° crescimento, o meio de cultura
foi centrifugado a 5000 rpm durante 15 minutos em centrifuga (Hettich EBA 3S), o
sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi ressuspenso em LB contendo 15%

glicerol esterilizado (500uL) e armazenado a -84°C.

3.2.2 Expressao da Proteina FixLL

O crescimento bacteriano foi realizado em biorreator autoclavdavel de 5 litros
(Applikon® BIOTECHNOLOGY). Para esse crescimento foram preparados um pré-
in6culo € um indculo final. O pré-indculo foi preparado mergulhando uma alca de
platina estéril nas células transformadas e crescidas descritas acima, apds serem
descongeladas, e em seguida transferindo-a para um tubo de ensaio contendo cerca de 5
mL de meio de cultura LB e ampicilina (100 ug mL™"), essa mistura foi mantida por 16
horas a 37°C e sob agitacdo a 200 rpm. O pré-indculo foi usado para inocular 500 mL
de meio de cultura fresco contendo ampicilina (100 pg mL™), e foi crescido a 37°C sob

agitacdo de 200 rpm até que a densidade 6tica a 600 nm (ODgyonm) atingisse 0,6.
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Empregou-se o espectrofotometro Cary 5000 UV-Vis-NIR (Agilent, Australia) para
acompanhar a densidade 6ptica, sendo feito branco com meio de cultura LB. Quando o
in6culo atingiu a densidade 6tica desejada, este foi centrifugado durante 20 minutos a
2600 x g em centrifuga (NT820 Novatecnica®). O sobrenadante foi descartado e o
pellet celular ressuspenso em 10 mL de meio de cultura fresco, ficando pronto para
inocular o biorreator.

Para o crescimento no biorreator, foi preparado meio de cultura liquido
misturando-se 100 gramas de pé solivel de LB para meio de cultura de bactérias com
3,5 litros de dgua deionizada no biorreator e levando-o para esterilizagdo em autoclave a
121°C durante 40 minutos; adicionalmente foram preparadas as seguintes solucdes
aquosas:

—  50% a-D-glicose anidrica (SERVA);

—  50% glicerol (SIGMA);

— 20X YT — extrato de Levedura (Fluka®), 100 mg mL" e peptona (FISHER
SCIENTIFIC), 200 mg mL™";

— citrato férrico, Fe(Ill) 16,5 — 20% (Alfa Aesar®), 9,86 mg mL'l;

— tampdo fosfato — 0,34 mol L' Na,HPO, / 0,17mol L' KH,PO,4 (ambos SIGMA®);

— metais e elementos traco — 1 mmol L! ZnS0O4-7H,0; 0,5 mmol L! MnSO47H;0; 1
mmol L' H;BO3; 0,2 mmol L'Na;MoO42H,0; 0,2 mmol L' CoCly6H,0; 0,5
mmol L™ KI; 0,5 mmol L' CuSO4-5H,0; 0,25 mmol L' H,SOy;

— ampicilina sédica (SIGMA®) , 80 mg mL'l;

— NH4OH 24 —26% (VETEC), 1:1 (v/v).

As solucdes de glicose, citrato férrico e ampicilina foram filtradas empregando-
se filtro estéril com poro de 0,22 um, enquanto as demais foram autoclavadas a 121 °C
durante 20 minutos.

Ao biorreator, contendo o meio estéril ji na temperatura ambiente, foram
adicionados 500 mL de tampao fosfato estéril, 10 mL de solu¢do de ampicilina, 4 mL de
solugdo de citrato férrico, 8 mL de metais e elementos tragco, 1 mL de anti-espumante
concentrado (Antifoam concentrate A SIGMA®) e o indculo previamente ressuspenso
em meio de cultura fresco.

As condig¢des desejaveis ao crescimento foram mantidas automaticamente pelo
biorreator (ez-Control Applikon® BIOTECHNOLOGY, Holanda). Durante a

fermentacdo a concentracdo de oxigénio foi mantida entre 4 € 6% por meio de cilindro
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de oxigénio acoplado ao aparelho e de sensor de oxigé€nio inserido no meio de cultura, e
previamente calibrado com a saturacdo em oxigénio do meio correspondendo a 100%.
O pH foi monitorado por sensor inserido no meio e mantido em 7,0 — com variagdo
méxima de 0,1 unidade para cima ou para baixo — por adi¢cdes automadticas de solucio
aquosa de NH4OH para neutralizar metabdlitos dcidos produzidos pelas bactérias. O
sensor de pH foi previamente calibrado, utilizando calibracdo de dois pontos, com
solugcdes padrao de pH 4,0 e pH 7,0. A temperatura foi acompanhada por termdmetro
acoplado ao aparelho, e mantida em 37°C durante a fase de crescimento e em 30°C
durante a fase de expressdo, por meio de aquecimento e resfriamento automatico
controlado pelo aparelho.

O indice de glicose foi acompanhado durante o crescimento por meio de fitas
reagente para urindlise Distix® (BAYER®) e mantido entre 5 ¢ 10 g L' pela adicdo
semi-automdtica de solu¢do contendo glicose, 20X YT, metais e elementos tragos e
citrato férrico, descritas acima, nas respectivas propor¢des em volume, 40:20:2:1. Cinco
horas apds a inoculacio do biorreator, a densidade celular foi acompanhada
periodicamente a cada hora. Uma vez atingida a densidade celular de cerca de 26 g L™,
a alimentacdo com glicose foi interrompida. Imediatamente apds a glicose do meio ter
sido consumida foi iniciada alimentacdo com solugdo contendo 50% glicerol, 20x YT,
metais e elementos tracos e citrato férrico, nas respectivas propor¢des em volume,
40:20:2:1. Além de funcionar como fonte de carbono, a glicose age como supressora
indireta da expressao protéica em E. coli, de forma que a auséncia desta faz com que se
inicie a fase de expressdo da proteina clonada (VOET, D.; VOET, J.G., 2013). A
alimentacdo com solugdo contendo glicerol foi mantida com periodos alternados de 10
segundos de gotejamento e 60 segundos de pausa, por aproximadamente 12 horas,
adicionando em média 50 mL h™'. As células foram coletadas uma hora apés o fim da
alimentacdo (2600 x g, durante 20 minutos). O pellet das células foi armazenado a -

84°C até ser iniciado procedimento de purificacao.

3.3 Purificacao

Para a purificacdo da proteina foram preparadas as seguintes solugdes:
1. 2 mol L''NaCl (SERVA);
2. 0,5 mol L''KCI (AMRESCO®);
3. 1 mol L' Tris-HCI - Hidrocloreto de Trisaminometano (SIGMA®) pH 8,0
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4. 0,175 mol L'EDTA - Etilenodiaminotetraacetato, sal dissédico, (REAGEN);
5. 4 mol L' NH4SO4 (SERVA), 10mM Tris pH 8,0, ImM EDTA;

6. 2 mol L'NaOH (CROMOLINE®);

7. 10% Etilenoglicol (EMSURE®)

8. 2-mercaptoetanol, min 98% (SIGMA®);

9. Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (AMRESCO®);

10. Lisozima de ovo branco de galinha (SIGMA®);

11. Phenyl SepharoseTM 6 fast flow (high sub) (GE HEALTHCARE);

12. DEAE Sepharose® fast flow;

13. SuperdexTM 200 (Amersham Biosciences).

3.3.1 Lise das células

Foi preparado tampao de lise com a seguinte composi¢ao:
— 50 mmol L' Tris-HCI pH 8,0;
— 137 mmol L'lNaCI;
— 5 mmol L'IKCI;
— 5% glicerol;
— 1mmol L EDTA;
— 10 mmol L 2-mercaptoetanol;
— 0,17 mg mL" PMSF;
- 0,1 mg mL" lisozima.

O pellet celular congelado foi ressuspenso em tampao de lise na propor¢do de
5 mL para cada 2 gramas de pellet, a temperatura ambiente. Apés total ressuspensao, a
mistura foi sonicada, sob agitacdo suave e a 4°C, com sonicador de sonda Vibracell™
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 oC.

O material sonicado foi centrifugado a cerca de 40.000 x g durante 40 minutos,
a 4°C, em centrifuga 3-30K SIGMA® (Alemanha). O sobrenadante de coloragdao
vermelha foi reservado para a precipitacdo com sulfato de amodnio e o pellet

remanescente foi descartado.
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3.3.2 Precipitacdo da fracdo protéica contendo FixL

Ap6s a centrifugagdo, ao sobrenadante foi adicionado solucdo saturada de
NH4SO4 (4 mol L) até alcancar 40% da concentracdo de saturacdo e provocando a
precipitacdo. A alta concentracdo de sal faz com que a disponibilidade de dgua para
interacdo com a proteina diminua. A interagdo entre os residuos hidrofébicos da
proteina faz com que ela precipite (PRICE, N. C.; NAIRN, J., 2009). Logo apds a
precipitacao a mistura foi centrifugada a cerca de 40.000 x g durante 40 minutos, a 4°C,
sendo entdo descartado o sobrenadante e o precipitado congelado a -84°C para

posteriores etapas de purificacdo.

3.3.3 Coluna Fenil-sefarose

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

Esta etapa cromatografica baseia-se na interacao hidrofébica que ocorre entre
certas proteinas e o material da coluna em concentracdes relativamente elevadas de sal,
no caso, sulfato de amonio.

O precipitado de sulfato de amonio foi ressuspenso em tampdo 10 mmol L
Tris-HCI pH 8,0 perfazendo um volume de 100 mL para aproximadamente 15 gramas
de precipitado, originando uma mistura avermelhada e translucida. Essa mistura foi
centrifugada a cerca de 40.000 x g durante 15 minutos, sendo o precipitado
remanescente descartado, enquanto a fracdo solivel foi aplicada na coluna de fenil
sefarose (PhenylSepharoseTM, d= 2,8cm; h=15cm), previamente equilibrada com 10%
(NH4)>SO4 da solugdo saturada (concentracdo = 0,4 mol L. ApOs a proteina interagir
totalmente com a coluna foram realizadas lavagens com 4 volumes de coluna de 10%
(NH4),SO4 (0,4 mol L‘l) e 6 volumes de coluna de 5% NH;SO4 (0,2 mol L'l), e em
seguida feita eluicdo com 10% etilenoglicol.

Espectros eletronicos no UV-Vis foram medidos com as fragdes eluidas da
coluna, sendo checado as razoes entre os maximos em 280 nm e 395 nm a fim de
estimar a pureza de cada fracdo. Isso € possivel devido ao fato da proteina que se deseja
obter pura possuir grupo heme; logo, apresenta banda Soret. A banda com maximo em
280 nm surge devido as transicOes eletronicas provocada pela absor¢do de energia dos
grupos aromdticos protéicos, presentes nos aminodcidos fenilalanina, tirosina e

triptofano. A razao (Rz), Abszsonm/Abs3osnm, relaciona a concentracdo da hemeproteina a
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concentragdo de proteinas totais, e quanto menor for o valor da razdo maior serd o grau
de pureza da FixL. As fra¢des com razdo Rz inferiores a 1,4 foram combinadas numa
Unica fracdo, enquanto as fra¢des com razao superior a 1,4 descartadas. A fracdo
combinada foi dialisada contra tampao 10 mmol L' Tris-HCI pH 8,0 durante 16 horas

para retirada de sais remanescentes.

3.3.4 Coluna de Troca Anidnica (DEAE)

A coluna DEAE Sepharose® (fast-flow, d= 3,2 cm; h= 14 cm) foi equilibrada
com tampao 10 mmol L™ Tris-HCI pH 8,0. A amostra dialisada foi injetada na coluna, e
apoOs sua interacdo com a resina foi iniciado etapas de lavagem em passos de eluicdo
isocrética usando 0 a 250 mmol L' de NaCl em 10 mmol L' Tris-HCI pH 8,0, cuja
concentracdo maxima promoveu a eluicao da proteina de interesse. Durante as etapas de
lavagem e eluicdo foram mantidos o fluxo de 2,0 mL min'l; tendo sido efetuados 5
etapas isocraticas a 0, 100, 125, 175, 200 e 250 mmol L' de NaCl. O fluxo e as
concentracdes das etapas isocrdticas foram controladas por um cromatégrafo de baixa
pressao 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 fragdes
eluidas e analisadas as razdes Absrgonm/AbS3osnm (Rz) tal como anteriormente descrito.
As fracdes que apresentaram Rz entre 0,62 e 0,67, assim como as entre 0,71 e 0,89,
foram combinadas formando duas fracdes globais. As demais fragdes com Rz superiores

aos limites anteriormente descritos foram descartadas.

3.3.5 Coluna de Exclusdo em Gel

Esta etapa cromatografica consiste em uma filtracdo em gel, sendo que as
moléculas com maiores massas molares terdo velocidade de eluicdo maior frente as de
menores massas molares. Como o volume de amostra aplicado nessa coluna nao deve
exceder 1% do volume total da coluna, antes de ser aplicada, a amostra foi concentrada.
Para isso utilizou-se o concentrador de proteina Millipore Amicon® 8050 sob pressao
de argdnio e agitacdo, utilizando uma membrana Amicon YM-30 (com massa molar
limite de corte de 30 KDa). Apds a amostra ter sido concentrada até aproximadamente

10% do volume original, foram feitas sucessivas inje¢oes na coluna de filtracdo em gel,
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cada uma com volume de aproximadamente 700 uL. Em seguida, foi utilizado para
equilibrar a coluna e eluir a amostra tampao 50 mmol L Tris-HCI pH 8,0 e 150 mmol
L' NaCl, posteriormente foram medidos os espectros eletrdnicos UV-Vis das fracdes
eluidas da coluna de exclusao em gel (SuperdexTM 200) (d=2,2 cm; h= 92cm), e
determinadas o Rz. As fragdes foram novamente combinadas de acordo com seus Rz
gerando 3 fracdes finais, consistindo daquelas com valores de Rz de 0,58; 0,61 e 0,64.
Essas amostras foram concentradas até cerca de 150 a 200 pmol L‘l, sendo adicionado
5% de glicerol, em seguida foram separadas em aliquotas de diversos volumes (10, 20,
50, 100 pL), a fim de minimizar ciclos de descongelamento e congelamentos. Essas
amostras foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -84°C.
Para confirmar a pureza da amostras finais e avaliar a eficiéncia do processo de
purificacdo foi feito eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). O
tratamento com dodecil sulfato de s6dio (SDS) confere as proteinas carga negativa
constante e faz com elas adquiram estrutura alongada uniforme, de forma que a
migracdo depende apenas do tamanho, com as maiores movendo-se mais lentamente.
Foi utilizada acrilamida/bis-acrilamida, 37:1 (SIGMA®), na concentragao de 10% no
gel de separacdo. A tabela abaixo descreve a formulacao dos géis — gel de alinhamento e

gel de separacdo.

TABELA 2 — Composi¢ao dos géis usado na eletroforese SDS-PAGE.

Volume (uL) de:

Composicao dos géis gel  alinhamento gel separacdo
(stacking gel) (resolving gel)

Stacking gel buffer (0,375mol-L ™" Tris-HCL, pH 450

8,8)

Resolution gel buffer (0,125mol-L'Tris-HCl, --- 1250

pH 6,8)

Acrilamida/Bis-acrilamida, 37:1 225 1250

10 % Dodecil sulfato de sédio (SDS) 18 50

H,0 1110 2450

10% Persulfato de amonio 13,5 38

TEMED (tetrametiletilenodiamina) 2 2,5

Fonte: o autor.
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FIGURA 5 — Esquema do processo de purificacdo da proteina FixL hibrida da bactéria

Rhizobium etli.

Fracdo soluvel

|

Precipitagdo com 40% (NH4)2S04

Ressuspensio em 10 mmol L1Tris-HCI pH 8,0 e
centrifugagio (15 minutos — 40.492xg)

Coluna de interagdo hidrofébica
PhenylSepharose™
(d=2,8cm; h=15cm)

Equilibrada com 10 % NH,(SO,),. Eluida
com 10% etilenoglicol.

lDiélise contra 10 mmol L1Tris-HCI pH 8,0

Coluna de troca Anidnica Equilibrada com 10mmol-L1Tris-HCI pH 8,0.
DEAE Sepharose® fastflow | Gradiente por passos de 0 a 250 mmol-L-! NaCl/ 10
(d=3,2 cm; h=14 cm) mmol-L-Tris-HCI pH 8,0.

l

Coluna de exclusdo molecular
Superdex™ 200
(d= 2,2 cm; h=92cm)

|

FixL pura

Equilibrada e eluida com 50 mmol-L! Tris-HCI
pH 8,0, 150 mmol-L'NaCl

Fonte: o autor.

O gel foi preparado utilizando suporte para montagem de gel de acrilamida
BIO-RAD e placas com 1,0 mm de espacamento. Para a corrida eletroforética foram
utilizadas cuba de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra System BIO-RAD e
fonte para eletroforese FB300 FISHER SCIENTIFIC. As amostras foram adicionados 7
pL de tampao de amostra, e em seguida estas foram aquecidas em banho-maria a 100°C
durante 4 minutos. O tampao da amostra possui a seguinte composicao final:

0,125 mol L' Tris-HCI pH 6,8;
— 4% Dodecil sulfato de sédio (SDS);

— 700 mmol L 2-mercaptoetanol;
— 10% glicerol;

- 0,2mg mL" azul de bromofenol.
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Foi utilizado como marcador molecular Protein Ladder (New England
BioLabs), um marcador com 12 proteinas com massa molecular entre 10 e 250 kDa.

Ap6s a corrida o gel foi corado ficando 30 minutos sob agitacdo em contato
com solucdo corante [5g L ! azul de Coomassie, 7,5 % acido acético glacial (v/v) e 45%
metanol (v/v)], sendo em seguida descorado por 3 horas em solugdo descorante [7,5%

acido acético glacial (v/v) e 45% metanol (v/v)].

3.4 Dicroismo Circular

Os espectros de Dicroismo Circular foram adquiridos usando
espectrofotometro J-815 CD JASCO (Japao). Para medidas na regido do ultravioleta
distante (far-UV) foram adquiridos espectros na faixa de comprimento de onda de 190 a
255 nm, utilizou-se cubeta de quartzo com caminho 6tico de 0,lcm e proteina na
concentracdo de 1 umol L. Para medidas na regido do ultravioleta proximo (near-UV)
e do visivel foram adquiridos espectros nas faixas de 255 a 320 nm e de 300 a 500 nm,
respectivamente; utilizou-se cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 cm e 20 pumol
L' da proteina FixL. As medidas na regido do far-UV foram obtidas nas seguintes
condi¢des 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 ou 100 nm min'l; 3
acumulacOes. Para as medidas nas regides do near-UV e do visivel utilizaram-se as
seguintes condi¢gdes 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; 10 acumulacdes
de espectros. Todas as medidas foram feitas a 20 °C, exceto quando informado

diferente.

3.4.1 Obtencao das diferentes formas da FixLL

Foram feitas medidas com FixL na forma ativa, isto é, com grupo heme
contendo Fe'* e pentacoordenado  (met), Fe’* em condicdes anerdbicas e
pentacoordenado (deoxy), e com Fe®* ligado ao CO na forma Fe’*-CO, além de medidas
nas suas formas inativas, contendo Fe?* ligado ao O, (oxi), e Fe** ligado ao CN°
(cianomet)

Para preparar a forma reduzida da protefna, a amostra foi deixada incubada
durante 15 minutos com 1,5 mmol-L! Na,S,0, (ditionito de sodio) em camara

anaerdbica, e em seguida, o excesso do agente redutor foi removido em coluna de
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filtracdo em gel Supedex G-25 (d= 0,6; h= 4cm), eluido em 10 mmol L' Tris pH 8.0,
tendo-se obtido a forma deoxy. A amostra foi colocada em cubeta de quartzo e fechada
hermeticamente na camara, de forma a impedir a sua oxigenacao e posterior oxidacao.

As formas ligadas a O, e CO foram obtidas a partir da forma deoxy pela
dilui¢do em tampdo 10 mmol L' Tris pH 8,0 saturado com os gases. A saturagdo dos
tampoes foi conseguida mediante borbulhamento durante 30 minutos. Para obtencdo da
forma ligada ao CN’, a proteina oxidada foi incubada durante 30 minutos com KCN na
concentrac¢do final de 0,6 mmol |

Antes de realizarem-se as medidas de dicroismo circular foram adquiridos os
espectros eletronicos UV-Vis na faixa de 250 a 700nm. Os valores observados dos
comprimentos de onda em que se encontravam as bandas de Soret e bandas Q foram

comparados com valores descritos na literatura, confirmando as formas obtidas.

3.4.2 Estrutura secundéaria da FixL

Para se estimar a estrutura secunddria da proteina FixL foram utilizados os
programas CDSSTR (SREERAMA; WOODY, 2000), CONTINLL (VAN STOKKUM
et al., 1990) e SELCON 3 (SREERAMA; VENYAMINOV; WOODY, 1999), todos
inclusos no software CDPro. Foram utilizados os valores de variacdo do coeficiente de
absor¢ao molar (Ae) por residuo. A faixa de comprimento de onda utilizada foi de 190 a

240 nm (far-UV).

3.4.3 Curvas de desnaturacio térmica e Tm da FixLL

Para determinacdo de curvas de temperatura foram feitas medidas com a FixLL
na forma nativa (Fe3+), na forma ligada a CN™ e na forma deoxi (F62+). Foi acompanhada
a variagdo na elipticidade a 222 nm, na faixa de temperatura de 10,2 a 70,0 °C, sendo
cada medida feita 1 minuto apds a temperatura ter estabilizado no valor desejado. A
temperatura foi controlada por meio de aparelho acessoério peltier.

As curvas de estabilidade térmica foram ajustadas utilizando a equagdo abaixo
que descreve o processo de desnaturacdo térmica em duas etapas com a passagem de
dimero nativo (folded) para mondmeros desnaturados (unfolded), considerando que nao

ha variagdes na capacidade térmica (ACp=0) (GREENFIELD, 2006);
f=W-1L). ((4.C.K+1)4—C(,K/(8.c.1<+1)) + 1

Equagdo 1
em que, ¢ a elipiticidade molar por residuo calculada utilizando método do minimos

quadrados, em deg cm” dmol™; Ué a elipiticidade molar por residuo quando a proteina
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estd totalmente enovelada (folded), em deg cm” dmol™; L é a elipiticidade molar por
residuo quando a proteina esta totalmente desnaturada (unfolded), em deg cm’ dmol™; ¢
¢ a concentracao da proteina, em mol L', e K¢ a constante de desnaturacdo calculada

por meio da seguinte equacao;

K =exp {((1’9:”) . ((%) — 1)) - lni?C’c)}; Equacdo 2

em que, H € a entalpia de folding, em cal mol'l; T ¢é a temperatura, em Kelvin; 7m é a

temperatura de desnaturagcdo média (melting temperature), em Kelvin; e ¢ é a

~ -1
concentra¢do, em mol L.

3. 4. 4 FixL em presenca de Mg2+ e ATP

Com o objetivo de investigar possiveis alteragdes conformacionais na proteina
por ocosido de sua autofosforila¢do, foram adquiridos os espectros de dicroimo circular
para FixL na forma met (ativa) em presenca do fon divalente Mg”* (fornecido pelo sal
MgCl,) e de ATP (trifosfato de adenosina). Foram feitas medidas na regido do
ultravioleta préximo (near-UV) e do visivel nas faixas de comprimento de onda de 255
a 320 nm e de 300 a 500 nm. Utilizou-se proteina na concentragdo de 20 umol L. As

concentragdes de MgCl, e de ATP usadas foram 500 e 50 umol L.

3.5 Desnaturaciao com uréia

Para obtengdo da proteina na forma ligada a CN" incubou-se 200 pmol L' da
proteina com 1 mmol L' KCN durante 30 minutos a temperatura ambiente. Foi
adquirido o espectro eletronico na regido do UV-Vis apds a incubagdo com KCN para
certificagdo de que o complexo cianomet foi obtido.

Para o experimento com FixL na forma Fe*-CN" (cianomet) a concentragao
final de KCN foi 0,6 mmol L' durante a desnaturacio. As concentracdes de uréia
usadas foram 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5;4,0; 4,5¢e¢5,0; 5,5¢ 6,0
mol L. A proteina ficou incubada com o agente desnaturante durante 2 horas a
temperatura ambiente antes de serem realizadas as medidas. O processo de desnaturacao
foi acompanhado por meio de espectroscopia eletronica na regidao do UV e do visivel e
dicroismo circular na regido do ultravioleta distante.

Na desnaturagao acompanhada por dicroismo circular foi utilizada proteina na
concentracio final de 1,6 pmol L'. Foram adquiridos espectros na faixa de
comprimento de onda de 210 a 255 nm e utilizou-se cubeta de quartzo com caminho
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otico de 0,1 cm. As medidas foram feitas com as seguintes condigdes experimentais
otimizadas: data pitch de 0,5 nm; D.I.T. de 1 segundo; bandwidth de 1 nm; velocidade
de varredura de 100 nm/min; 3 acumulagdes. Na desnaturacdo acompanhada por UV-
Vis foi utilizada proteina na concentracdo final de 4 pmol-L'l. Os experimentos foram
realizados em tampdo com 150 mmol L' NaCl e 50 mmol L' Tris-HCI pH 8,0.

Para avaliar o processo de desnaturacio da proteina foram usados dois modelos
descritos na literatura (RUMFELDT et al., 2008). Um dos modelos descreve o processo
de desnaturacdo ocorrendo com a passagem direta da proteina do estado nativo para o
estado desnaturado, enquanto outro modelo considera a formacdo de uma forma
intermedidria da proteina durante a desnaturacao.

A seguinte equacido foi utilizada para descrever o processo de desnaturacio da

FixL em dois estados, isto é, com passagem direta da forma nativa para a forma

desnaturada:
AG —m.[D]
SN+SD.exp{ (HZ??).T - } N
S = 5G(n20) - mID) Equagao 3
1+ ex
p{-—

em que, S é o sinal espectrofotométrico (absorbancia ou elipticidade) em qualquer
ponto; Sy e Sp sdo os sinais espectrofotométricos dos estados nativo e desnaturado,
respectivamente; AGzo) é energia livre do processo de desnaturacio extrapolado para
quando a concentra¢do do desnaturante € igual a 0 (zero); m é a inclinacdo da curva
relativa ao processo de passagem do estado nativo para o desnaturado; /D] é a
concentracdo do agente desnaturante; R é a constante universal dos gases e 7 € a
temperatura absoluta (MORJANA; MCKEONE; GILBERT, 1993).

A equacdo utilizada para descrever o processo de desnaturagdo da proteina em

trés estados € a seguinte:

AG 1-m1.[D AG 1-m1[D AG 2-m2.[D
S SN+51.exp{ (Hzoim m1.[ ]}+SD.exp{ (Hzozm m1l[ ]}_exp{ (Hzoim m2.[ ]}
= AG T-mLD 2G T-mLD AG 2-m2.[D ;
1+exp{ (Hzozm m1] ]}+ exp{ (Hzoim m1] ]}_exp{ (Hzozm m2.[ ]}
Equacgdo 4

em que, S ¢é o sinal espectrofotométrico em qualquer ponto; Sy, Sy e Sp sdo 0s sinais
espectrofotométricos dos estados nativo, intermedidrio e desnaturado (unfolded),
respectivamente; AGuzo)l € AGrz0)2 sdo as energias livres para os processos de
passagem do estado nativo para o intermedidrio (N=>I) e do estado intermedidrio para o

desnaturado (I=>D), respectivamente, extrapolado para quando a concentragdo do
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desnaturante € igual a 0 (zero); mI e mZ2 sdo os declives da curva relativos aos
processos de passagem do estado nativo para o intermedidrio (N=>I) e do estado
intermedidrio para o desnaturado (I=>D), respectivamente; /D/ é a concentragdo do
agente desnaturante; R € a constante universal dos gases e 7 é a temperatura absoluta
(MORJANA; MCKEONE; GILBERT, 1993).

Além dos parametros mostrados nas equacdes foi possivel obter [D],,, que € a
concentracdo que causa a desnaturagao média de 50% da proteina. Essas concentragdes
médias foram calculadas utilizando AGg20)= m.[D], em que AGzo) é energia livre
do processo de desnaturacao extrapolado para quando a concentracdo do desnaturante €
igual a 0 (zero) e m € a inclinacdo da curva relativa ao processo de passagem do estado

nativo para o desnaturado (BINSHENG, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Purificacao da proteina FixL hibrida da Rhizobium etli

Com a finalidade de se obter a proteina FixL hibrida pura, apds o crescimento
bacteriano e indugdo, foram realizados os procedimentos de lise das células e
precipitacio de proteinas com sulfato de amoénio. E em seguida, as etapas
cromatograficas de purificagdo foram executadas empregando-se colunas de intera¢io
hidrofébica (fenil sefarose), troca anidnica (DEAE) e exclusdo molecular (S200).

A Figura 6A apresenta uma fotografia do gel de poliacrilamida sob condi¢do
desnaturante (SDS-PAGE) ap6s cada uma das etapas de purificacio da amostra.
Adicionalmente, obteve-se os espectros eletronicos na regidao do ultravioleta e visivel
(UV-Vis) para as amostras isoladas ap6s cada uma das etapas cromatogréficas, Figura

6B.

FIGURA 6 — Perfil de purificacdo da ReFixL. A) Gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) das fracdes protéicas isoladas nas etapas do processo de purificacdo da
proteina FixL, pocos: 1 — precipitado com sulfato de amoénio; MW — marcador
molecular padrao (New England Labs); 2 —Isolado da coluna de fenil sefarose; 3 —
Isolado da coluna de troca anidnica (DEAE); 4 — Isolado da coluna de filtracdo em gel
(Superdex 200). B) Espectros eletronicos UV-Vis da FixL apdés cada etapa de

purificacdo cromatogréfica.

A) 1 MW2 3 4 B
(kDa)

0.5
— Fenilsefarose (R~=1,10)

0.4r — DEAE (R=0,71)

— Superdex 200 (R,= 0,63)

300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)
Fonte: o autor.

Apds a precipitacio com 40% de sulfato de amodnio € possivel observar na

Figura 6A linha 1 a presenca de vdrios contaminantes, os quais foram eficientemente
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removidos da amostra logo na primeira etapa cromatogréifica (coluna fenil sefarose
Figura 6A linha 2). As demais etapas cromatogréficas (colunas DEAE e Superdex ™
200) foram etapas de refinamento do processo de purificacdo (Figura 6A linhas 3 e 4).
A eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢do desnaturante apresentou uma
banda ligeiramente acima da banda de referéncia de 60 kDa e abaixo da de 80 kDa do
marcador molecular. A FixL hibrida da Rhizobium etli ¢ um homodimero em que cada
subunidade tem massa molecular de 70175,9 Da, o que é consistente com o observado
no gel desnaturante (Figura 6), evidenciando sua integridade e elevada pureza.

A razdo de pureza de uma hemeproteina € estabelecida como a razdo entre as
absorbancias da amostra a 280 nm e o valor maximo da banda Soret, sendo para FixL
valores de razdo ao redor de 0,6-0,7 considerados amostras puras. No caso da FixL
nativa e recém purificada o maximo da banda Soret ficou em 395 nm, o mesmo valor
observado por Gilles-Gonzalez e colaboradores para outras proteinas FixLs de
Rhizobium (GILLES-GONZALEZ et al., 1994) e medida para esta proteina mais
recentemente (SOUSA et al., 2013). Desta forma, apds etapa empregando a coluna
hidrofébica (fenil sefarose) a razdo de pureza Rz da amostra, Azgonm/Az9snm, foi de 1,1,
enquanto para as outras etapas envolvendo a coluna de troca anidnica e exclusao em gel
os Rz foram de 0,71 e 0,63, respectivamente. A diminui¢cdo da razdo de pureza indica
que a purificacdo foi eficiente na remocao de contaminantes proteicos. Ao final de cada
etapa cromatografica € possivel observar nos espectros de UV-Vis um aumento relativo
da banda Soret em relacdao a banda em 280 nm, indicando aumento da concentracdo da
proteina FixL frente as outras proteinas ndo-hémicas contaminantes.

Por meio dos espectros eletronicos na regido do UV-Vis e da eletroforese em
gel de poliacrilamida € possivel afirmar que a proteina FixLL encontra-se intacta, obtida
na sua forma holo e com um grau de pureza elevado. Além disso, uma vez que o
maximo da banda Soret surgiu em 395 nm, € possivel afirmar que o ferro do grupo
heme apresenta-se na forma de Fe®, alto spin e pentacoordenado, como descrito na

literatura (GILLES-GONZALEZ et al., 1994).

4.2 Diferentes formas da FixL obtidas

No espectro de absorcao eletronica na regido do UV-Vis para hemeproteinas a
banda Soret (ou banda B), que aparece em aproximadamente 400 nm, assim como as

bandas alfa e beta, que aparecem préximas a 540 e 500 nm, surgem devido as intensas
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transi¢des eletronicas m—m* no anel porfirinico do grupo heme. E comum serem
observadas alteracdes nesses valores de referéncia dependendo da presenca e do tipo de
ligantes axiais coordenados ao ferro (OWENS; CONNOR, 1988). Utilizando
espectroscopia eletronica na regidao do UV-Vis e comparando os valores dos maximos
da banda Soret e bandas Q, verificou-se que foi possivel a obtengdo das formas
enzimaticamente ativas, met (Fe’"), deoxi (Fe*") e carboxi (Fe**-CO); e das formas
inativas, cianomet (Fe’*-CN") e oxi (Fe**-0,), da proteina FixL. Na figura 7 sdo
mostrados os espectros de UV-Vis na faixa de 350 a 650 nm para as diferentes formas

da proteina.

FIGURA 7 — Espectros de UV-Vis na faixa de comprimento de onda de 350 a 650 nm
das diferentes formas da FixL. A) FixL mer (Fe™) e FixL cianomet (Fe**-CN); B) FixL
deoxi (Fe™*) e FixL oxi (Fe**-0,); e C) FixL carboxi (Fe**-CO).

— FixL deoxi
-- FixL oxi

A) — FixL met 0.8 B)
— FixL cianomet

0.5}

— FixL carboxi

0.6
2
0.3
< 0.4
sl 0.25

400 500 600 400 500 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: o autor.

Sabe-se que a FixL na forma met apresenta o grupo heme com ferro
pentacoordenado, com um residuo de histidina como um dos ligantes axiais (GONG et
al., 1998). Para essa forma o méximo da banda Soret ocorre em 395 nm, o que é
representativo do ferro(Ill) com estado de spin alto. Nesse caso ndo houve uma
separacdo efetiva entre as bandas Q. A banda beta, mais intensa, apareceu em 513 nm
com um ombro em aproximadamente 545 nm (Figura 7A). A banda alfa sempre tem
uma intensidade bem menor do que a banda beta por se tratar de uma transi¢ao proibida
(DOLPHIN, 1978), e comumente acaba aparecendo colapsada a banda beta. No caso da
forma cianomet, observa-se um deslocamento da banda de Soret para uma regido de
menor energia, ficando centrada em 424 nm. Isso ocorre devido ao fato do CN™ ser um

forte m-aceptor, fazendo com ocorra um desdobramento maior dos orbitais do metal (e,
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tre), 0 que acaba por aumentar a energia dos orbitais a;, € ay, do anel porfirinico,
diminuindo a separagdo energética entre estes € os orbitais e, do anel (OWENS;
CONNOR, 1988). Pela mesma razao ocorre um deslocamento das bandas Q na forma
cianomet, com a banda beta surgindo em 540 nm e a banda alfa aparecendo apenas
como um ombro em torno de 572 nm (Figura 7).

A estrutura de raios-x do dominio PAS da FixL em sua forma deoxi mostra que
o grupo heme encontra-se pentacoodenado (KEY; MOFFAT, 2005). O fato da banda
Soret aparecer deslocada para o vermelho é uma indicacdo que o ferro encontra-se em
estado de baixo spin, provocando uma diminui¢do na separagdo entre os niveis
energéticos dos orbitais ligantes e antiligantes do anel porfirinico. A falta de forma para
as bandas na regido do visivel (a/f) pode ser interpretado como o surgimento de
tranferéncia de carga e transi¢des d-d, que acabam por diminuir o tempo de vida dos
estados eletronicos no visivel (DOLPHIN, 1978). Tanto na forma oxi quanto na forma
carboxi da FixL observa-se o desdobramento em duas bandas na regido do visivel,
com a banda beta aparecendo em 545 nm para as duas formas e a banda alfa
aparecendo em 576 nm e em 580 nm, para carboxi e oxi, respectivamente. O fato da
banda alfa aparecer quase tdo intensa quanto a banda beta pode ser devido ao
acoplameto vibronico acontecendo com a banda Soret que aparece muito intensa nas
duas formas (DOLPHIN, 1978; OWENS; CONNOR, 1988). No caso da forma carboxi,
a banda de Soret intensa em 426 nm € uma indica¢do da formacdo do complexo de
baixo spin. O fato da banda Soret para a forma oxi aparecer em 420 nm, e nao em 418
nm como ja foi mostrado para outra FixL, indica que a proteina ndo estd totalmente
ligada a oxigénio. Sousa e coloboradores ja determinaram anteriormente que a FixL de
Rhyzobium etli possui reduzida afinidade a oxigénio em comparacdo a outras FixL e
encontra-se, mesmo em solucdo saturada de oxigénio, expressivamente, numa mistura

contendo a forma deoxi (SOUSA, EDUARDO H S et al., 2013).

4. 3 Investigacao das estruturas da FixL utilizando Dicroismo Circular (CD)

O uso de espectroscopia de dicroismo circular (Circular Dichroism — CD) no
estudo de estruturas bioldgicas tem crescido largamente desde o desenvolvimento de
espectrofotometros comerciais nos anos de 1960 (FASMAN, 1996). Os sinais de CD
surgem devido a absorcdo diferenciada dos dois componentes da luz circularmente

polarizada (polarizada para esquerda e polarizada para direita). Quando ocorre essa
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absor¢do diferenciada a luz resultante que emerge da amostra descreve uma trajetoria
eliptica (Figura 8). Normalmente o espectro de CD ¢é apresentado como o valor da
elipticidade (#), em graus, em funcdo do comprimento de onda. A elipticidade ¢é
descrita a partir da relacdo entre os eixos da elipse resultante da trajetéria da luz
emergente da amostra, G=tan™ (b/a), onde b e a sio os eixos maior ¢ menor da elipse.
Ha uma relagdo direta entre a diferenca de absorcdo e a elipticidade (6=32,98-AA)
(KELLY, S. M.; JESS; PRICE, 2005).

FIGURA 8 — Representacdo esquemadtica do fendmeno de dicroismo circular. Os dois
componentes circularmente polarizados da luz plano polarizada (E-esquerdo e D-
direito). A) Os dois componentes t€m a mesma magnitude e quando combinados geram
radia¢do plano polarizada. B) Os dois componentes tém magnitudes diferentes e sua

combinagdo gera radiacdo elipticamente polarizada.

Fonte: o autor (adaptado de KELLY, S. M.; JESS; PRICE, 2005).

Para que um grupo croméforo absorva os dois componentes da luz em
quantidades diferentes ele deve ser intrinsecamente quiral, estar ligado a um centro
esterogénico ou estar em um ambiente quiral devido a estrutura tridimensional da
molécula. Em proteinas esses grupos sdo principalmente as ligacdes peptidicas, que
absorvem em regides abaixo de 240 nm (far-UV); os residuos de aminodcidos
aromaticos, absorvendo na faixa entre 260 e 320 nm (near-UV); além de co-fatores,
como o grupo heme que absorve fortemente em torno de 410 nm, e podem possuir
bandas entre 350 e 650 nm, dependendo do estado spin e do nimero de coordenacio do
atomo de ferro. Uma andlise da regido do far-UV no espectro de CD de uma proteina
pode fornecer informacdes a respeito do tipo de estruturas secunddrias em que a
proteina se organiza. Enquanto a regido do near-UV pode ser usada por exemplo para

investigar se a proteina estd em seu enovelamento ideal, se ocorreram alteragdes na
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estrutura tercidria devido a mutacdes, interagdes com ligantes ou com outras proteinas, €
ainda como determinadas regides da proteina afetam outras regides. Adicionalmente, os
sinais que surgem devido a absorc¢do de cofatores ndo-protéicos podem ser usados para
avaliar a integridade dos mesmos e se ocorrem alteracdes no microambiente que 0s
circundam em funcio de alteracdes na proteina como um todo (KELLY, S. M.; JESS;
PRICE, 2005; TEDESCO; BERTUCCI, 2015).

Apesar dos espectros de CD na regido do near-UV e do visivel serem
apresentados normalmente em termos de elipicidade em graus (ou miligraus), € comum
observar espectros na regido do far-UV sendo apresentados em termos de elipiticidade
por residuo principal (em inglés, mean residue ellipticity), O(mrw). O cdlculo da
elipiticidade por residuo principal envolve o nimero de ligagdes peptidicas, a massa
molar da proteina, o caminho 6tico da célula usada e a concentragdo da proteina. A
unidade usada é deg cm” dmol™'. Essa é uma forma de levar em consideraciio as vérias
ligagdes peptidicas que compdem a proteina, € que sdo os principais grupos croméforos
que absorvem nessa regido do espectro. Isso torna possivel que sejam feitas
comparacdes entre espectros de diferentes proteinas, de modo a comparar suas

estruturas secundarias (KELLY, S. M.; JESS; PRICE, 2005).

4. 3.1 Estrutura secundaria

A estrutura secunddria de uma proteina diz respeito a sua organizagdo local
mantida em sua maior parte por interacdes fisico-quimicas, comumente ligacdes de
hidrogénio, entre os residuos de aminodcidos que se encontram préximos. Estruturas
secunddrias tipicas sdo o-hélices e P-folhas (ROSENBERG, 1996). Na regido do
ultravioleta distante (far-UV) os principais grupos que absorvem radiacdo sdo as
ligacdes peptidicas. H4 uma transi¢ao fraca e larga do tipo n—7n* em 220 nm ¢ uma
transicdo m—7* intensa em aproximadamente 190 nm (PAIN, 2005). Os diferentes tipos
de estruturas secunddrias geram espectros de CD caracteristicos na regido do
ultravioleta distante (KELLY, S. M.; JESS; PRICE, 2005). De modo que esta tem sido
a técnica mais comumente empregada para avaliar a formacdo e a contribui¢do destas
estruturas.

O espectro de dicroismo circular para FixL, na faixa entre 190 e 240 nm, foi
medido com o objetivo de obter informacdo relativa a estrutura secunddria desta

proteina, uma vez que nao existem dados estruturais para a proteina completa. A figura
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: z . . 2 . .
9 apresenta o espectro de dicrofsmo circular para FixL-Fe" (deoxi) nessa faixa de

comprimento de onda.

FIGURA 9 — Espectro de dicroismo circular para a FixL-Fe** (deoxi) na regido do
espectro entre 190 e 240 nm, cubeta com caminho 6tico de 0,1 cm, proteina na

concentracdo de 1 pmol L'l, velocidade de varredura de 100 nm/min, 10 acumulagdes

de espectro.
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Fonte: o autor.

Observando-se o espectro da figura 9 € possivel identificar um sinal negativo
intenso em aproximadamente 222 nm (-12941 deg cm? dmol™) e outro sinal igualmente
intenso em 209 nm (-13541 deg cm? dmol'l). Esses sinais sdo caracteristicos de
proteinas que apresentam sua estrutura secunddrias majoritariamente em a-hélices,
considerando-se que um polipeptidio hipotético formado exclusivamente por a-hélices
tem uma elipticidade, em 222 nm, de aproximadamente -30000 deg cm? dmol (PAIN,
2005).

Foram utilizados os programas CDRRTS, CONTINLL e SELCON3 para
estimar a estrutura secunddria global da FixL. Esses programas fazem uso de algoritmos
que, utilizando espectros de dicroismo circular e bancos de dados de proteinas com
estruturas secundarias conhecidas, estabelece quais as percentagens de a-hélices e B-
folhas devem estar presentes na proteina, com um nivel razodvel de precisao, sendo os
resultados obtidos para a quantidade de a-hélices mais confidveis (KELLY, S. M.;
JESS; PRICE, 2005; SREERAMA; VENYAMINOV; WOODY, 1999; SREERAMA;
WOODY, 2000; VAN STOKKUM et al., 1990).
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As andlises com os trés programas revelaram poucas diferencas entre os
valores para os percentuais das estruturas. Como ja havia sido observado pelo aspecto
geral do espectro de CD, a proteina FixL apresenta-se em sua maior parte na forma de
a-hélices, sendo 42% o valor médio para esse tipo de estrutura. As estruturas -folhas
apresentam-se em uma quantidade bem menor, 14%.

Os tipos de estruturas secunddrias para outras hemeproteinas usando dicroismo
circular foram determinados por Hennessey e Johnson. Para o citocromo c eles
obtiveram 42% para a-hélices e 3% para p-folhas. Para a lactato desidrogenase
encontraram 39% de a-hélices e 7% de P-folhas. No caso da hemoglobina os valores
foram 68 e 2% para a-hélices e B-folhas, respectivamente. E para mioglobina essas
porcentagens foram 83 e 3%, respectivamente (HENNESSEY; JOHNSON, 1981).
Apesar de todas as proteinas hémicas citadas aqui, assim como a FixL, apresentarem
alto conteddo de a-hélices, até entdo € desconhecido algum estudo que correlacione este
grupo prostético com essa estrutura secunddria especificamente.

A estrutura de raios-X do dominio hémico da FixL revela que o principal tipo
de estruturas existentes sdo B-folhas (GONG et al., 1998), de forma que, baseado nos
valores obtidos por CD, a ocorréncia de estruturas helicoidais nos dominios enziméticos

da proteina deve ser dominante.

4. 3.2 Mudancas na conformacio de formas ativas e inativas

Os ensaios a seguir foram realizados para investigar as potenciais alteracoes
estruturais sofridas nas estruturas secundéria e tercidria da proteina FixL, bem como em
seu grupo prostético, particularmente quando esta passa de uma forma enzimaticamente
ativa para uma forma enzimaticamente inativa. Estudos mostram que a ativacdo (e
inativacdo) da proteina FixL de R. etli e de outros organismos nao estd associada a
alteracdes na estrutura quartendria (SOUSA et al., 2013).

A Figura 10 apresenta o espectro de dicroismo circular na faixa de
comprimento de onda entre 190 e 255 nm para FixL-Fe’* pentacoordenado (met), FixL-
Fe**-CN° (cianomet) e FixL-Fe** pentacoordenado (deoxi). Desta forma, observou-se
que ndo ha diferencas significativas entre os espectros de far-UV para as diferentes
formas de FixL estudadas. Podemos assim afirmar, a partir dos dados apresentados, que
ndo ocorrem alteragdes significativas na estrutura secunddria da proteina quando esta

passa de uma forma ativa para uma forma inativa.

45



FIGURA 10 — Espectros de dicroismo circular na regido do ultravioleta distante (far-
UV) para FixL nas formas met (FixL-Fe’"), cianomet (FixL-Fe’*-CN") e deoxi (FixL-
Fe”). Caminho 6tico de 0,1 cm, proteina na concentra¢io de 1 pmol-L", velocidade de

varredura de 100 nm/min, 10 acumulag¢des de espectros.
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Fonte: o autor.

A Figura 11 apresenta os espectros de dicroismo circular na regido do
ultravioleta proximo (near-UV), de 255 a 340 nm, para FixXL com grupo heme em duas
formas distintas: pentacoordenado e com ferro no estado de oxidacdo 3+ (mer), e
hexacoordenado ligado ao CN" e com ferro no estado de oxidagdo 3+. Na regido do UV-
proximo no espectro de dicroismo circular, os sinais na faixa de mais alta energia
representam as transi¢Oes eletrOnicas que ocorrem devido as absorcdes dos grupos
aromadticos dos residuos de fenilalanina (260-270nm), um sinal que surge entre 272 e
285 nm € devido a absor¢do das tirosinas, enquanto os sinais entre 285 e 300 nm se
devem aos triptofanos. Os triptofanos e as fenilalaninas encontram-se distribuidos ao
longo de todos os dominios da proteina FixL (Figura 14). Curiosamente, ao se observar
os espectros de CD para FixL na forma met e na forma coordenada ao cianeto (CN),
verifica-se uma inversdo em praticamente todos os sinais, isso poderia ser associado
com uma diminui¢@o na intensidade dos sinais da forma hexacoordenada. Em ambas as
formas, o estado de oxidacdo do ferro é o mesmo, 3+, todavia o ferro passa de
pentacoordenado para hexacoordenado, de modo que se pode atribuir primariamente as
diferencas observadas entre os espectros a mudanca na coordenagdo do ferro. O

resultado observado nessa regido do espectro estd em acordo com aquele verificado para

a regido visivel do espectro de CD. Isto €, as mudangas que acontecem no grupo heme
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quando este se liga ao CN™ sdo acompanhadas de mudangas na estrutura tercidria da

proteina que devem estar relacionadas a perda de atividade quinase.

FIGURA 11 - Espectro de dicroismo circular na regido do ultravioleta préximo (near-
UV) para FixL na forma mer (FixL-Fe’*) e na forma cianometr (FixL-Fe’*—-CN").
Utilizou-se cubeta com caminho 6tico de 1 cm, bandwidth de 1 nm; velocidade de
varredura de 50 nm/min, proteina na concentracio de 20 umol L e 10 acumulacdes de

espectros.
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Fonte: o autor.

A Figura 12 mostra os espectros de dicroismo circular na regido do ultravioleta
proximo, de 255 a 340 nm, para a FixL na forma deoxi (FixL—Fe2+), na forma oxi (FixL-
Fe’*~0,) e na forma carboxi (FixL-Fe**~CO). Nos espectros na regido do ultravioleta
préximo (near-UV) para FixL-Fe* pentacoordenada (deoxy) e para FixL-Fe**—0, (oxy)
se observa inversdes de sinais na regido entre 280 e 305 nm. A proteina FixL quando
ligada ao O, tem sua atividade quinase fortemente inibida, isso provavelmente ocorre
em decorréncia das mudancas observadas na estrutura tercidria da proteina provocada

por este ligante, o que pode estar sendo observada por CD.
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FIGURA 12 — Espectro de dicroismo circular na regido do ultravioleta proximo (near-
UV) para FixL nas formas deoxi (FixL-Fe™"), oxi (FixL-Fe**-0,) e carboxi (FixL-Fe**-
CO). Utilizou-se cubeta com caminho 6tico de 1 cm, bandwidth de 1 nm; velocidade de

varredura de 50 nm/min e proteina na concentracio de 20 pmol L.
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Fonte: o autor.

FIGURA 13 — Espectros de dicroismo circular na regido do ultravioleta préximo (near-
UV) para estados ativos e inativos. A) Estados ativos, FixL-Fe’* e FixL-Fe**; e B)

Estados inativos, FixL-Fe**~CN" e FixL-Fe>*—0,. Caminho ético de 1 cm, bandwidth de

1 nm; velocidade de varredura de 50 nm/min e proteina na concentra¢do de 20 pumol L
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Fonte: o autor.

Adicionalmente, observou-se algumas semelhancas nos espectros de dicroismo

circular na regido do near-UV quando sio comparadas as formas ativas e inativas
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separadamente. A figura 13 mostra os espectros de CD na faixa de comprimento de
onda entre 255 e 320 nm para a FixL. em seus diferentes estados, de forma a comparar
FixL-Fe** com FixL-Fe>", ambas formas enzimaticamente ativas; e FixL-Fe**~CN" com
FixL-FeQ+—02, as quais sao formas enzimaticamente inativas.

E possivel observar na figura 13 que os sinais das formas ativas (met e deoxi)
convergem na regido que vai de 291 a 306 nm. Enquanto entre as formas inativas
(cianomet e oxi) os sinais s3o muito semelhantes entre 285 e 304 nm. Nessa regido em
questdo os sinais sdo devido principalmente as absor¢des dos anéis aromadticos dos
triptofanos. Curiosamente, a distribui¢ao de triptofanos na ReFixL € bastante restrita e
limita-se ao dominio PAS1 e ao REC, diferentemente do que ocorre com tirosinas e
fenilalaninas, que ocorrem em maior quantidade e estdo distribuidas por toda a proteina
(Figura 14). Levando em conta isso, é possivel que o monitoramento do espectro de CD
na regido onde os sinais surgem devido ao triptofano possa ser utilizado para indicar se
hemeproteinas sensoras estio em um estado ativo ou inativo, o que nao se dispde de
qualquer técnica disponivel, exceto a medicdo direta de atividade enzimadtica quinase.

Estudos adicionais que possibilitem melhores esclarecimentos devem ser considerados.

FIGURA 14 — Representacdo esquemadtica dos dominios da proteina ReFixL, com
indicacdo da localizacdo relativa dos aminodcidos aromdticos (W= triptofanos; Y=

tirosinas; F= fenilalaninas).
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Fonte: o autor.

A Figura 15 mostra os espectros de dicroismo circular na regido do ultravioleta
e visivel, de 300 a 500 nm, para FixL na forma met, isto €, com o ferro do grupo heme

no estado de oxidacdo 3+ e pentacoordenado, e também para FixL. com ferro do grupo
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heme no estado de oxidagio 3+ e ligado a CN". E possivel observar na Figura 15 que hd
diferengas considerdveis entre os espectros da FixL na forma met, uma forma ativa, e na
forma hexacoordenada ligada a CN’, uma forma inativa. Na forma met o sinal é
majoritariamente negativo com dois minimos, um em 380 nm e o outro em 414 nm.
Ap6s a ligacdo do cianeto o minimo observado a 380 nm diminuiu de intensidade e
sofreu um deslocamento hipsocromico para 369 nm. Na FixL-Fe’*-CN aparece um sinal
positivo com um maximo em 428 nm, ocorrendo nesta regido uma inversao do espectro
da FixL na forma met em relacdo ao sinal visto na forma ligada ao CN’, além de um

pequeno deslocamento para regido de menor energia.

FIGURA 15 — Espectro de dicroismo circular na regido do visivel para FixL nas formas
met (FixL-Fe™*) e cianomet (FixL-Fe'*-CN"). Caminho ético de 1 cm, bandwidth de 1

nm; velocidade de varredura de 50 nm/min e proteina na concentragdao de 20 umol L.

— FixL met
10- — FixL cianomet
E;
>
-10f

310 340 370 400 430 460 490
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: o autor.

Sabe-se que quando um ligante de campo forte como o CN" se liga ao ferro do
grupo heme, ocorre uma mudanca no estado de spin do metal, que passa a ser de spin
baixo. Essa alteracdo provoca uma diminui¢do no seu raio, permitindo uma melhor
acomodacao no centro do anel. Ja foi mostrado para RmFixL que quando esta ligado ao
CN’ o grupo ferro-protoporfirina-IX estd em uma configuracdo planar, enquanto que na
forma met ha um desvio da planaridade com o dtomo de ferro se distanciando cerca de
0,44 A do centro anel (MIYATAKE et al., 1999). Adicionalmente, essas perturbacoes
causam modificagcdes no posicionamento dos grupos laterais, vinila e propionato. A
maior intensidade da banda Soret para a forma enzimaticamente ativa, met, pode ser em
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parte atribuida ao fato de ser observada aqui uma estrutura distorcida em relacdo ao
plano, como ja foi mostrado para formas modificadas de grupo heme (NAGAI et al.,
2015). Ao passar da forma met, para a forma cianomet ocorre também um
distanciamento entre o grupo heme e o loop FG do dominio PAS, fazendo com que
sejam perdidas interagdes estabelecidas entre essa regido e os grupos propionato do
heme (Figura 16) (HAO et al., 2002). E possivel que a diminuicio do sinal negativo no
espectro de CD da FixL cianomet em relacdo ao da forma met esteja associado a esta
mudanca ocorrida nos grupos propionato, os quais ja foram estabelecidos como sendo
responsaveis pelo aumento na intensidade dos sinais do grupo heme através da interacdo
estabelecida com a cadeia protéica em mioglobina (NAGAI et al., 2015). Gallar e
Olsen (2006) mostraram evidéncias de que os propionatos do grupo heme ndo
funcionam sé como grupos ancoradores na estrutura da proteina, mas participam da
tranferéncia de elétrons no anel porfirinico, através do seu par de elétrons isolado, e a

dinamica da proteina tem repercussoes nesse fendmeno (GUALLAR; OLSEN, 2006).

Figura 16 — Estruturas de raios-X resolvidas da proteina BjFixL em diferentes formas
mostrando intera¢des (linhas pontilhadas) entre ligantes e uma arginina conservada, e
entre os grupos propionatos e aminoacidos laterais ao grupo heme. A) met; B) cianomet;

C) deoxi; D) oxi e E) carboxi.

Fonte: HAO et al., 2002.
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Os resultados obtidos permitem-nos dizer que a ligacdo do CN™ ao grupo heme
produz alteracdes significativas na conformacdo do ambiente protéico que circunda o
heme e como consequéncia podemos inferir que com certeza induz alteracdes
conformacionais no grupo PAS e como vimos anteriormente pelo near-UV repercute
em toda a FixL.

O espectro de dicroismo circular pode fornecer informacdes importantes a
respeito do microambiente que circunda os cofatores de proteinas, muitas vezes um
cofator livre ndo apresenta ou apresenta um sinal muito fraco no espectro de CD. O
grupo heme, por exemplo, é um derivado da porfirina, e devido a sua simetria a
porfirina € opticamente inativa (KELLY, S.; PRICE, 2000). Quando o heme esta ligado
a proteina surge uma atividade 6tica induzida pelas interacdes do grupo prostético com
a proteina. Isso leva a geracdo de sinais de CD devido as transi¢des eletronicas no grupo
heme (HSU; WOODY, 1971). Essa mudanga na forca rotacional de uma molécula é
chamada “Efeito Cotton”. O efeito Cotton observado no espectro dicroico da FixL na
forma met (Fe*) é do tipo negativo.

A Figura 17 mostra os espectros de dicroismo circular na regido do ultravioleta
e visivel, na faixa de 300 a 500 nm, para a proteina FixL. com ferro do grupo heme no
estado de oxidacdo 2+ quando estd pentacoordenado (forma deoxi), quando estd
coordenado a O, (forma oxi) e quando estd coordenado a CO (forma carboxi). Entre os
espectros da FixLnas formas deoxi e oxi notam-se diferencas quanto a intensidade dos
sinais, especialmente os localizados em 426 nm e em 445 nm. Devido as diferencas
apresentadas € possivel afirmar que a ligacdo da molécula de oxigé€nio, que torna a
proteina FixL inativa, leva a uma mudanc¢a no microambiente que circunda o grupo
heme. Essa mudanca, aparentemente, € menos pronunciada que a mudanga que ocorre
quando um fon CN se liga a proteina FixL oxidada (Fe’), o que também causa
inatividade. E provdvel que isso se deva em parte ao fato da proteina nio saturada
completamente de oxigénio, mesmo em uma solu¢cdo saturada de O,, dada a sua
baixissima afinidade por esse gds (SOUSA et al., 2013).

Em relacdo a FixL coordenada ao monéxido de carbono (CO), hda apenas uma
pequena inibi¢do da atividade enzimdtica da proteina nesta forma, portanto, a proteina
Fe’*-CO encontra-se ainda consideravelmente na forma ativa. No entanto, o espectro de

CD, entre 300-500 nm, ¢ significativamente diferente do medido para FixL-Fe**(deoxy).
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O méaximo em 426 nm aparece com sinal positivo, enquanto o maximo observado na

forma deoxy em 445 nm foi deslocado para 437 nm e ficou negativo.

FIGURA 17 — Espectro de dicroismo circular na regido do ultravioleta e visivel para
FixL-Fe?* na forma pentacoordenada (deoxi), coordenado ao O; (oxi) e coordenado ao
CO. Caminho 6tico de 1 cm, bandwidth de 1 nm; velocidade de varredura de 50 nm/min

e proteina na concentragdao de 20 pmol L.

— FixL deoxi
10r — FixL oxi

| — FixL carboxi

0 (mdeg)

PR ST VRN SN TN W [N SN VNN TN WO (MUY VN TN NN U NN VN TR WY TN N ST SN ST S N SN S N S

310 340 370 400 430 460 490
Comprimento de Onda (nm)

Fonte: o autor.

O fato das formas deoxi e carboxi apresentarem sinais intensos, enquanto a
forma oxi apresenta um sinal menos pronunciado, estd em acordo com a proposta
apresentada anteriormente, de que a interacdo dos propionatos com a cadeia lateral ao
grupo heme causa esse incremento na absor¢do, tendo em vista que, dessas trés
formas, a ligada ao oxigénio € a unica onde ndo sdo estabelecidas essas interagdes
(HAO et al., 2002). As duas formas ativas da enzima (deoxi e carboxi) apresentaram
sinais positivos e negativos, entretanto o sinal negativo da forma deoxi ¢é
consideravelmente maior. Quando a proteina encontra-se ligada ao CO, o anel do grupo
heme adquire conformagdo planar perfeita, ao passo que quando este estd
pentacoordenado, hd uma distor¢ao, com o ferro distanciando-se 0,55 A do centro do
anel tetrapirrélico (MIYATAKE et al., 1999). Essa maior simetria da forma carboxi é
uma forma de explicar a diminui¢do observada no seu sinal negativo, em relacdo a

forma deoxi, estando em acordo com o que foi observado para formas met e cianomet.
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4. 4 Temperatura de Desnaturacao (Melting Temperature, Tm)

Uma proteina sob condi¢des que proporcionem seu enovelamento ideal
(folding), quando é submetida a mudangas como, por exemplo, na temperatura, no pH
do meio ou na pressdao, pode sofrer alteracdes estruturais, levando inclusive a
desnaturacdo. O processo de desnaturacdo de uma proteina envolve a perda das
interacOes interatdmicas, exceto as proprias ligacdes peptidicas. As ligacdes de
hidrogénio, interacdes hidrofébicas, pontes salinas (idnicas), € em alguns casos ligacdes
de dissulfeto, sdo rompidas. Isso leva a perda da estrutura secunddria da proteina, e
consequentemente também a perda das estruturas tercidria e, quando hda, da estrutura
quaterndria.

Para se investigar as alteracdes que a variacdo de temperatura causa na
estrutura secundéria da FixL foram acompanhadas as mudancas de elipticidade a 222
nm, comprimento de onda responsdvel por um sinal intenso em espectros de proteinas
com elevado contetido a-hélices e observado na ReFixL (ver Figura 9). Dessa forma,
foram construidas as curvas de melting (desnaturacdo térmica) da proteina em trés
diferentes formas: FixL-Fe** (mef), FixL-Fe>*-CN" (cianomet) e FixL-Fe** (deoxi); e
foram determinadas suas temperaturas de melting, (7m) e variacdo de entalpia de
enovelamento (folding, AH). A Figura 18 apresenta as curvas de desnaturacdo térmica
para a FixL nas trés diferentes forma mencionadas acima.

As curvas de desnaturagdo térmica para as trés formas de FixL apresentadas na
Figura 18 ilustram a expressiva similaridade global entre elas. Em todas elas a transi¢do
entre a forma enovelada e desnaturada ocorre principalmente entre 310 K (~37 °C) e
325 K (~52°C). Utilizando a equagdo 4 (ver secdo 3.5.1), que descreve o processo de
desnaturagdo térmica de dimeros em uma etapa sem variacao na capacidade calorifica a
pressdo constante, foram determinadas as temperaturas de desnaturagdo térmica (Tm —
melting temperature) e os valores de AH de enovelamento (folding). Na tabela 3 sdo
apresentados os valores obtidos de Tm e AH para a FixL na forma met e deoxy, ambas

formas enzimaticamente ativas, e ligada ao CN’, enzimaticamente inativa.
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FIGURA 18 — Perfis de desnaturacdo térmica (Melting curves) para a FixL. A) Na
forma met (FixL-Fe**); B) na forma cianomet (FixL-Fe>*~CN"); e C) na forma deoxi
(FixL-Fe*"). Elipticidade de residuo principal acompanhada a 222 nm, utilizando cubeta
com caminho 6tico de 0,1 cm, proteina na concentragcdo de 1,3 pmol L! e velocidade de

varredura de 100 nm/min, resultado de trés medidas independentes.
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55



TABELA 3 — Desnaturagdo térmica, valores de Tm e AH de folding para FixL na

formas met, cianomet e deoxi.

FixL Tm (°C) AHy (keal mol'l)
Met 43,85 + 0,38 -59,62 +4,08
cianomet 44,05 + 0,36 -58,82 + 3,79
Deoxi 45,55 +£0, 33 -60,39 £ 3,55

Fonte: o autor.

Analisando os valores de temperatura de melting (Tm) e de variacdo de entalpia
de folding (AHy) € possivel dizer que a estabilidade da proteina ndo sofre mudangas
considerdaveis devido as diferencas conformacionais que existem entre as diferentes
formas estudadas. A maior diferenga ocorre entre as Tmg das formas met e deoxi, onde
se observa, considerando o desvio padrdao, uma pequena diferenca de aproximadamente
1°C.

Curiosamente, um estudo feito com apenas o dominio PAS hémico da BjFixL
(Bradyrhizobium japonicum) em sua forma met mostrou temperatura de melting igual a
56,6 £ 0,01 °C (LANDFRIED et al., 2007). Todavia, é preciso cautela ao se fazer
comparagdes com o valor obtido para esse dominio, levando em conta que foi usada
uma concentragio de aproximadamente 25 pmol L, enquanto a usada neste trabalho,
para a proteina inteira, foi de 1,3 umol L. J4 foi mostrado que a concentracdo de uma
proteina pode estar relacionada a sua estabilidade frente um processo de desnaturacdo
térmica (BENITEZ-CARDOZA; ROJO-DOMI; HERNANDEZ-ARANA, 2001; QI et
al., 1995). Todavia, a maior estabilidade do dominio isolado comparado a proteina
inteira € plausivel com resultados mostrados por outros autores. Experimentos feitos
com mutantes da proteina membranar NaChBac indicaram que ao perder um de seus
dominios a proteina ficou termicamente mais estavel (POWL; MILES; WALLACE,
2012). O dominio N-terminal isolado de uma a-amilase mostrou-se mais estavel frente a
desnaturacdo térmica quando comparado a proteina inteira, tendo em vista que foi
observado um aumento em 7°C na temperatura de melting (LU et al., 2016). Em outro
trabalho mostrou-se que a exclusdo, através de mutacdo, de uma regido contendo 9
aminoicidos em uma aminotranferase fez com que seu tempo de meia vida para
inativacdo por calor fosse mais que o dobro do valor para a proteina na sua forma

integra (AZZARITI et al., 1998). Uma explicagdo que poderia ser dada a menor
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estabilidade da proteina completa comparada a um de seus dominios isolados seria o
fato de que a estrutura maior da forma completa sofre mais com o fendmeno de
cooperatividade na desnaturacdo térmica. Em outras palavras, existe uma quantidade
maior de regides para serem desestabilizadas gradativamente até que em dado momento
a proteina seja desenovelada de forma mais abrupta perdendo completamente seu
folding. Isso deve ser ponderado com cuidado, ja que em alguns casos a delecdo de
partes de uma proteina acabou aumentando sua estabilidades (HIERRO et al., 2002) ou
nao tendo efeitos significativos (SIERON et al., 1993).

Banerjee e colaboradores fizeram estudos semelhantes com mieloperoxidase
humana, uma hemeproteina dimérica que, assim como a FixL, é formada
majoritariamente por a-hélices, e tem massa molecular razoavelmente préxima da FixL,
~73 kDa por mondmero. Estes autores obtiveram valores de 220 kcal mol ™! e 80,9 °C,
para AHy e Tm, respectivamente (BANERJEE et al., 2011). Por meio desses pardmetros
torna evidente que a FixL € consideravelmente menos estdvel termicamente que esta
outra enzima hémica. Essa baixa estabilidade estd provavelmente associada a
flexibilidade estrutural exigida a sua funcdo sensora, o que € oposto ao de sistemas
cataliticos como o caso da mieloperoxidase. A comparacdo com os valores de Tm de
outras hemeproteinas, tais como ferricitocromo css; de C. psychrerythraea (OSWALD,
VICTORIA F.; CHEN, WEITING; HARVILLA, PAUL B.; MAGYAR, 2013) e
hemoglobina de G. paulistus (CARVALHO et al.,, 2013), que sdo 61 e 62°C,
respectivamente, corrobora com a proposta de baixa estabilidade térmica da FixL. Esta
propriedade ndo deve ter um aspecto tdo critico para sensores bioldgicos, todavia, a
baixa estabilidade térmica seria bem mais prejudicial para a célula se fosse observada
com proteinas envolvidas diretamente em eventos metabdlicos, tal como alguns dos

exemplos apresentados acima.

4.6 Investigacao conformacional com o cation divalente (Mg**) e ATP

Para que a autofosforilagdo das proteinas quinases aconteca geralmente é
necessario um cation divalente, comumente Mg2+ (ADAMS; TAYLOR, 1993; FEBS,
1990). O cétion magnésio se liga ao substrato da proteina, isto é, ao ATP, permitindo
que este interaja com a enzima, ou pode ainda se ligar diretamente a proteina, causando
alguma alteracdo estrutural que leve ao aumento da atividade enzimdtica (COWAN,

2002). Portanto, empregou-se técnica de CD para avaliar possiveis alteracoes
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conformacionais na estrutura tercidria da FixL, bem como na conformacdo de seu grupo
heme, quando a proteina se encontra na presenca de Mg2+. Adicionalmente, foram
investigadas alteracdes conformacionais quando a FixL se encontra na forma ativa e na
presenca de ATP, que promovera sua fosforilagao.

A Figura 19 mostra os espectros de dicroismo circular na regido do ultravioleta
proximo (near-UV) e do ultravioleta-visivel para FixL-Fe’* (mef) na presenca de Mg2+ e
na presenca de Mg2+ e ATP. A adicdo destes agentes ndo provocaram quaisquer
mudancas significativas nos espectros. Tais resultados sugerem que independentemente
da proteina conter ou ndo o fon Mngr a sua estrutura tercidria permanece a mesma. Pelos
modelos mencionados anteriormente, que propde a exigéncia de um cétion divalente na
atividade quinase, provavelmente para FixL o cation se liga ao substrato (ATP)
facilitando a sua ligacdo com a proteina. Adicionalmente, com o acompanhamento do
espectro de CD na regido do visivel pode-se comprovar que tanto a presenca de Mg2+
quanto o fato de a proteina estar fosforilada ndo causam mudangas em seu grupo heme
(Figura 19B). Esses interessantes resultados sugerem que a conformagdo da FixL é
fundamentalmente estabelecida pelo sinal bioldgico, que proporciona estrutura correta
para seu funcionamento envolvendo autofosforilagdo e transferéncia de grupo fosfato, e

a presenca de substrato ATP e Mg2+ ndo servem para fins estruturais.

FIGURA 19 — Espectros de dicroismo circular para FixL met e efeitos do metal
divalente (Mg2+) e ATP. A) na regido do ultravioleta préximo (near-UV) para FixLna
presenca e auséncia do ion Mg2+, B) CD na regido do ultravioleta-visivel para FixLna
presenca de Mg2+e na presenga de Mg2+e ATP. Caminho o6tico de 1 cm, bandwidth de 1

nm; velocidade de varredura de 50 nm/min e proteina na concentracio de 20 pmol L™

A) — FixL met 10r B) — FixL met
-- FixL - Fe*" + Mg(l, -- FixL met + MgCl,
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Fonte: o autor.

58



Infelizmente, o espectro de CD na regido do ultravioleta proximo para FixL na
presenca de Mg®* e ATP nio foi apresentado devido a forte interferéncia causada pelo
ATP na regido abaixo de 280 nm, mesmo em significativamente baixas concentragdes

(50 uM), impossibilitando esta andlise.

4.7 Desnaturaciao com uréia

As proteinas sdo formadas no ribossomo inicialmente como uma sequéncia
linear de aminoécidos que devem, durante ou apds sua formagdo, se organizar para
adquirir sua conformagio nativa e funcional. Sabe-se que essa conformacdo ndo é
imutdvel, isto &, ela é estdvel s6 até certo ponto. Alteracdes no ambiente em que se
encontra a proteina podem levar a mudangas estruturais que podem afetar sua(s)
fun¢do(des) (NELSON; COX, 2004).

Existem vérias condi¢des e meios pelos quais uma proteina pode perder seu
enovelamento funcional. Os mais comuns sdo o aquecimento, a acdo de detergentes,
mudancas de pH para valores extremos, a presenca de solventes organicos, como
alcoois ou acetona, e a presenca de certos solutos, como uréia e cloridrato de guanidina.
Uréia, bem como detergentes e os solventes organicos citados, agem primeiramente
rompendo as interagdes hidrofébicas (NELSON; COX, 2004).

O ensaio de desnaturacdo foi realizado nesta dissertacdo com o objetivo de
verificar a estabilidade da proteina frente ao agente desnaturante uréia. Adicionalmente,
interessa investigar se existem diferencas de estabilidade entre o estado
enzimaticamente ativo e o inativo. Para isso, investigou-se a proteina contendo o ferro
do grupo heme no estado de oxidagcdo 3+ (pentacoordenado, met), € também nesse
estado de oxidacdo coordenado ao fon CN° (hexacoordenado, cianomet). A proteina
ReFixL apresenta-se enzimaticamente ativa na forma met e inativa na forma cianomet,
servindo assim como interessante sistema para tal estudo.

No espectro de absorcdo eletronica de uma proteina, a banda Soret surge
principalmente devido a interacdo do grupo heme com a estrutura tercidria protéica bem
estabelecida (PUETT, 1973); tornando possivel investigar o processo de desnaturacao
de uma hemeproteina acompanhando as alteracdes que ocorrem nessa regido do
espectro. Levando em consideracdo esse fato, foi realizada uma titulacdo da proteina
ReFixLL com uréia sendo observadas variacdes na absor¢do médxima da banda Soret em

395 nm para FixL na forma Fe®* (mer) e em 422 nm para a forma Fe>*~CN". A Figura
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15 apresenta os espectros de absor¢do eletronica na regido do ultravioleta e do visivel
para a FixL na forma met e na forma ligada ao CN’, na concentracdo de 4 pmol L',
ap6s incubagdo por 2 horas com diferentes concentracdes de uréia. Anteriormente
foram realizados experimentos de desnaturacdo com diferentes concentracdes de uréia
fazendo-se monitoramento com o tempo. Assim foi determinando que o tempo de 2
horas € suficiente para que ocorra a completa desnaturagdo, tendo em vista que passado

esse intervalo ndo se observam modifica¢des adicionais.

FIGURA 20 — Espectros eletronicos na regido do UV-Vis da FixL na concentracdo de 4
pmol L! apos incubagdo com diferentes concentragdes uréia. A) FixL-Fe** (met), B)

FixL-Fe*"-CN".

A) B)

0.6 0.6

0 Uréia 0 Uréia

0.4+ l 0.4r
%) 4 l
- <

6,0 M Uréia 8,0 M Uréia
0.2 0.2
o c L 1 Il 0.0 L = -
. 300 400 500 600 300 400 500 600
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Foi observado que a medida que a concentracio de uréia aumenta a
absorbancia méaxima da banda Soret diminui. Esse comportamento € tipico de
desenovelamento de hemeproteinas frente a agentes desnaturantes quimicos.
Aparentemente a proteina em sua forma ativa, met (Figura 20A), € mais suceptivel a
desnatura¢do do ambiente que circunda o grupo heme e perda do grupo prostético em
questdo, ja que a diminui¢do da absorc@o foi mais intensa nessa forma que na forma
cianomet (Figura 20B).

A variacdo de absorbincia da banda Soret em fungdo da concentragdo do
desnaturante foi analisada utilizado dois modelos de desnaturacdo para proteinas. O
primeiro modelo propde que a proteina passe diretamente do estado nativo (enovelado-
folded) para um estado desnaturado (desenovelado-unfolded) (1). O segundo modelo é
um modelo que propde que a desnaturagdo ocorre em trés estados, em que proteina
antes de chegar ao estado desnaturado passa por um estado intermedidrio (2)

(MORJANA; MCKEONE; GILBERT, 1993).
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Estes dois modelos foram ajustados (fitting) aos dados experimentais utilizando
as equagdes descritas no item 3.5 na parte de material e métodos, utilizando o método
dos minimos quadrados. O modelo que melhor descreveu a desnaturagdo para FixL-
Fe3+(met) bem como para FixL-Fe**~CN" foi 0 modelo de desnaturagcdo em dois estados,
sem observacdo de intermedidrio, como ilustrado na Figura 21. Adicionalmente, foram
obtidos desses ajustes dados termodinamicos referentes ao modelo de desnaturagdao em

dois estados (Equagao 3).

FIGURA 21 - Desnaturagdo quimica da FixL empregando-se uréia. Perfil de
desnaturacdo usando variacdo do méximo de absorcdo da banda Soret da FixLL na
concentracdo de 4 pmol L' apo6s incubacdo com uréia em diferentes concentragdes para
A) FixL-Fe* (mer) e B) FixL-Fe* - CN. Em ambos os grificos, a linha preta
representa o ajuste usando a férmula para desnaturacio em dois estados, cujos R* foram

de 0,99 e 0,93, respectivamente.
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Fonte: o autor.

Acompanhado o processo de reducdo da absor¢do da banda Soret € possivel
inferir que a FixL, na forma met (Fe3+), a partir de 1,5 mol L! de uréia comeca a sofrer
alteracdes conformacionais no microambiente que circunda o grupo heme e com 4 mol
L' de uréia a proteina perdeu totalmente sua associagdo com o grupo heme. Todavia,
para FixL ligada ao CN’, somente a partir de 4 mol L' de agente desnaturante é que se

comeca a observar efeitos no grupo heme, e mesmo nas concentragdes mais elevadas de
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uréia, aparentemente, o grupo prostético permanece ainda parcialmente ligado a
estrutura protéica.
Os parametros relativos a desnaturagdo, AGu0), m € [D]),, foram obtidos do

ajuste do modelo de dois estados (ver item 3.4), e estdo listados tabela 4.

TABELA 4 — Parametros para a desnaturacdo quimica da FixL-Fe’*(met) e FixL-Fe**—
CN' por meio do modelo de desnaturagdo em dois estados acompanhada por UV-Vis no

maximo da banda Soret e por CD pela elipticidade a 222nm.

FixL AGrzo (kKJ.mol™)  m (kJ L mol?) [D];> (mol L)
met 19,6 1,2 7,0 0,4 2,8 20,2

o cianomet 36,2 +5.7 7.6 +12 48+1.6
met 8,5 £1,0 3,5+04 2.4 +0,4

Pz cianomet 4,9 +0,7 1,9 20,2 2,6 0,5

Fonte: o autor. *AGyp € a energia livre de desnaturagdo quando a concentragdo do desnaturante
é zero. m é a dependencia da energia livre na concentracao do desnaturante, sendo determinado
pela inclinagdo da curva. [D],, é a concentracdo de desnaturante que causa metade do processo
de desnaturacdo completo.

Analisando-se através da espectroscopia eletronica, podemos inferir fendmenos
que afetam diretamente o grupo heme. Para FixL em sua forma met, o valor de AGp»o,
que € a variacdo de energia livre do processo de desnaturacdo quando a concentracdo do
agente desnaturante € extrapolada a 0 (zero), foi de 19,6 £1,2 kJ mol™!. Por outro lado,
quando a proteina encontra-se na sua forma cianomet esse parametro foi de 36,2 +5,7
kJ.mol'. Podemos interpretar esses resultados da seguinte forma, quanto maior for o
valor deste AGx20) para um processo de desnaturacdo de uma proteina mais estdvel serd
essa proteina. Levando-se em conta esse parametro € possivel afirmar que a ligacdao do
grupo heme € mais estdvel quando a proteina estd em sua forma cianomet. Isso sugere
que a ligacdo do CN' ao ferro hémico confere ao complexo uma estabilidade adicional,
dificultando sua saida do ambiente protéico que o circunda. A proteina FixL em sua
forma met encontra-se com o heme pentacoodenado, enquanto que na forma cianomet
este é hexacoordenado. Um estudo feito com CooA, um regulador transcricional
envolvido no metabolismo de CO em bacterias, revelou diferencas entre as formas
ligada e ndo ligada a CO no que diz respeito a sua estabilidade. Diferente do que é

verificado para FixL de Rhizobium etli, todas as formas da proteina CooA sdo
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hexacoordenadas, sendo que quando ndo sdo ligantes exdgenos, os ligantes axiais sdao
residuos de aminoécidos da prépria cadeia protéica (THORSTEINSSON et al., 2000).
Foram realizadas desnaturacdes com cloridrato de guanidina para a proteina com grupo
heme na forma reduzida [Fe(II)]. Os valores de AG 20, para as formas ligada e ndo
ligada a CO foram de 29 e 22 kJ mol™, respectivamente (LEE et al., 2009). Tendo em
vista essas observacoes € possivel sugerir que a maior estabilidade da proteina FixL na
forma cianomet em relagdo a forma met ndo surge devido unicamente a
hexacoordenacdo, mas talvez esteja associada a natureza dos ligantes axiais e
possivelmente sua interacdo com residuos protéicos distais. Isso se torna
particularmente relevante ao se considerar que a arginina distal 220 da BjFixL tem se
mostrado interagir com cianeto, como visto em estruturas de raios-X. Apesar da ReFixL
ndo dispor da mesma arginina, apresentando em seu lugar uma histidina, esta teria
similar capacidade de interagir com cianeto através de ligacdes de hidrogénio. Esse
“ancoramento” provocado por um ligante capaz de realizar fortes interacdes com
ligantes distais poderia adicionalmente justificar o fendmeno observado.

O valor de m € uma indicacdo da cooperatividade durante o processo de
desnaturacdo. Quanto maior for m, maior serd a drea superficial da proteina exposta ao
agente desnaturante por ocasido do desenovelamento (MYERS; PACE; SCHOLTZ,
1995). Quanto a isso, as formas met e cianomet da proteina se comportaram
semelhantes, tendo em vista a proximidade dos valores de m obtidos.

Em relacdo a [D];», que é a concentracdo que causa metade do efeito da
desnaturacdo completa, € possivel afirmar que a forma hexacoordenada do grupo heme
€ mais estdvel quanto ao seu desprendimento da estrutura protéica. No caso da FixL na
forma cianomet esse valor foi 4,7 mol L', quase 70% maior do que para a proteina na
forma met (2,8 mol L'l).

Um estudo similar ao realizado neste trabalho foi feito com os dominios
hémicos sensores GSU0582 e GSU0935, os quais fazem parte de proteinas aceptoras de
metila na bactéria Geobacter sulfurreducens (SILVA et al., 2012) Ambos sensores
formam homodimeros, no entanto, diferentemente da FixL., nio se encontram
pentacoordenados apds serem purificados, mas se encontram no estado férrico. No caso
do sensor GSUO582 o grupo heme esta coordenado a uma histidina e a uma molécula de
agua. Por outro lado, o sensor GSU0935 tem um dos mondmeros com heme ligado a

histidina e metionina nas posi¢des axiais, € o outro mondmero com heme ligado a

histidina e dgua (POKKULURLI et al., 2008). O valor de AGu20) para GSU0582 foi de
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26,3 kJ.mol” e para GSU0935 foi de 14,6 kJ.mol ™! (SILVA et al., 2012). Os valores
encontrados para AGo) desses dois sensores sdo bastantes diferentes, apesar das
semelhangas estruturais observadas entre os dois. Os autores sugerem que a estabildade
adicional do sensor GSU0582 ¢ devido a possiveis interacdes eletrostiticas que nao siao
observadas em GSU0935. E possivel que quando CN" est4 ligado ao grupo heme, esse
estabeleca interacOes com a cadeia protéica que dificultem o desenovelamento e, por
consequente, o desprendimento do heme (ver Figura 16). Essas interagdes tornariam
mais dificil a perda do heme pela FixL-cianomet mesmo em relacio aos sensores
GSU0582 e GSU0O935, nos quais, diferentemente da FixL, o grupo heme estd ligado
covalentemente a proteina por meio de ligagdes tioéter (heme-c).

Monitorando o sinal espectroscopico do heme, é comum encontrar valores de
AGpzo para hemeproteinas consideravelmente maiores que os valores encontrados para
FixL. Para as mioglobinas (formas férricas) de baleia cachalote e de cavalo os valores
encontrados foram 53,6 kJ mol ™ e 41,2 kJ mol! (PUETT, 1973). Para o citocromo c,
AGo foi de 43,3 k] mol™! (LATYPOV et al., 2006). A funcdo de uma mioglobina é o
armazenameto de oxigénio, enquanto que o citocromo c realiza tranferéncias eletronicas
na cadeia transportadora de elétrons. E possivel que a menor estabilidade da FixL se
deva a flexibilidade exigida a proteina para desempenhar sua func@o sensora. Esta deve
ser capaz de mudar conformacionalmente por ocasido da percep¢do de um sinal,
passando de uma forma enzimaticamente ativa para uma forma inativa, o que
justificaria esses valores de AGpzo.

Paralelamente ao estudo de desnaturacdo da proteina acompanhada por UV-
Vis, foi realizado o mesmo tipo de experimento utilizando a técnica de dicroismo
circular. A faixa de comprimentos de onda acompanhada foi de 210 a 255 nm. Nessa
regido do espectro os sinais sdo caracteristicos das estruturas secunddrias definidas, de
modo que alteracdes nesses sinais sdo uma indicag¢do de que essas estuturas estdo sendo
pertubadas. Na Figura 22 estdao os espectros de CD de 210 a 255 nm para FixL nas
formas met e cianomet apds incubacio com diferentes concentracdes de uréia.

Na Figura 22 é possivel observar as mudangas nos espectros de CD, cujos
sinais diminuem de intensidade a medida que a concentracdo de uréia aumenta. Isso
significa que o agente desnaturante estd provocando o desenovelamento da proteina, ja
que sua estrutura secunddria caracteristica estd sendo perdida. Especificamente, o sinal
com minimo em 222 nm € o mais intenso e € o que sofre maiores diminui¢cdes com o

aumento na concentracdo de uréia. Esse sinal é tipico de proteinas com alto conteido de
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a-hélices, podendo ser usado para monitorar a desnaturagcdo desse tipo de proteinas. Na
Figura 23 € mostrado a variag¢do da elipticidade a 222 nm para FixL (met e cianomet)
ap6s incubacdo com diferentes concentragdes de uréia. Adicionalmente sdo mostrados
os ajustes utilizando a férmula que descreve a desnaturacdo ocorrendo com dois

estados, a qual foi a que melhor se ajustou aos dados experimentais.

FIGURA 22 - Espectros Dicroismo Circular da FixL na concentra¢io de 1,6 umol L
apo6s incubagdo com diferentes concentragdes uréia. A) FixL-Fe** (mef), B) FixL-Fe’* -
CN’ a temperatura de 25 °C . Os espectros em destaque (pretos) sdo os espectros iniciais

e finais, isto €, na auséncia de uréia e na concentracdo maxima de uréia,

respectivamente.
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Observando os perfis mostrados na Figura 23 € possivel dizer que em
concentracdes de uréia inferiores a 1 mol L™ a proteina, tanto na forma mer quanto na
cianomet, comeca a sofrer modificacOes estruturais. Na tabela 4 estdo listados os
parametros para desnaturacdo monitorada através da mudanga na elipticidade a 222 nm
utilizando o ajuste do modelo de desnaturagdo em dois estados. Os valores de AG w20,
para as formas met e cianomet foram 8,5 1,0 e 4,9 £0,7 kJ -mol'l, respectivamente. De
acordo com esses valores, no que diz respeito a estrutura secundaria, a FixLL em sua
forma met € termodinamicamente mais estdvel do que quando estd ligada ao CN'. Nesse
caso, observa-se o contrario do que foi visto quando AGx20) foi determinado a partir da
banda Soret no UV-Vis, quando a forma cianomet mostrou-se mais estavel. Deve-se ter
em mente que as duas técnicas investigam estruturas diferentes, assim a forma cianomet

pode ser mais estdvel apenas em relacdo a ligacdo do grupo heme a cadeia protéica.
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FIGURA 23 — Desnaturacdo quimica da FixL empregando-se uréia. Perfil de
desnaturacdo usando variacdo da elipticidade a 222 nm no espectro de CD da FixL na
concentracdo de 1,6 pmol'L" ap6s incubacdo com uréia em diferentes concentracdes
para A) FixL-Fe™* (met) e B) FixL-Fe* - CN". Em ambos os graficos, a linha preta
representa o ajuste usando a formula para desnaturacdo em dois estados, cujos R? foram

de 0,98 para os dois casos.
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Comparando os valores de variacdo de energia livre de desnaturacdo obtidos
pelas duas técnicas, € possivel inferir que a proteina deve perder primeiramente sua
estrutura secunddria antes de perder a ligagdo com o grupo prostético, uma vez que 0s
valores de AG w20, obtidos usando os valores de absorbancia foram consideravelmente
maiores.

O valor de m para a forma met foi mais de 90% superior ao da forma
cianomet, indicando que a desnaturacdo da forma met € um processo com maior
cooperatividade. Quanto aos [D],,, as duas proteinas se comportaram semelhantemente,
uma vez que esses valores foram iguais (aproximadamente 2,5 mol L"), considerando o
desvio padrao.

Landfried e colaboradores (2007) fizeram estudos estruturais e
termodindmicos com algumas apoproteinas e respectivas holoproteinas reconstituidas.
Nesse estudo foi realizado desnaturagdo com uréia para o dominio hémico da BjFixL
(Bradyrhizobium japonicum) em sua forma met, a qual foi monitorada acompanhando a
sua elipticidade a 222 nm. Os dados obtidos por eles se ajustaram ao modelo de
desnaturacdo em dois estados. Os valores encontrados para AGu20) € [D];, foram 22
+1,0 kJ mol! € 4,2 +0,3 mol L, respectivamente (LANDFRIED et al., 2007). Esses

valores sdo bem maiores que os encontrados para a FixL inteira usando a mesma
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técnica, todavia proximos ao obtidos usando espectroscopia eletronica onde observamos
somente efeito no grupo heme. Isso indica que a proteina inteira é menos estdvel que
seu dominio PAS hémico isolado. Interessantemente, esse resultado estda em
concordancia com o que foi observado para a desnaturacdo térmica. Aqui, assim como
na desnaturacdo térmica, € preciso levar em conta que a concentracdo usada no
experimento com o dominio isolado (~5 pmol L") foi maior que a usada neste trabalho

e isso poderia alterar esses valores para fins comparativos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao fim do processo de producdo da proteina seguido das etapas de purificagdo,
pode-se concluir, por meio de ensaios eletroforéticos e espectroscOpicos na regido do
ultravioleta e do visivel, que a proteina FixLL de Rhizobium etli foi obtida na sua forma
holo e inteira.

Através da técnica de dicrofsmo circular e usando os softwares para estimar
estruturas secunddrias de proteinas, CDSSTR, Continll e SELCON 3 para FixL deoxy,
estabeleceu-se que ela apresenta-se majoritariamente em a-hélices. Sendo em média 42
% a-hélices e 14 % P-folhas. Até entdo ndo hd medidas estruturais para a proteina
completa, sendo esse um resultado pioneiro. Nao houve nenhuma diferenga significativa
entre as estruturas secunddrias das formas deoxy, met e cianomet, indicando que este
tipo de estrutura € mantida independente da proteina estar enzimaticamente ativa ou
inativa.

Utilizando a técnica de dicroismo circular foram construidas as curvas de
estabilidade térmica para FixLL em trés formas: nativa (met), ligada a CN- e na forma
deoxi. Foram determinadas suas Tm — melting temperature (temperaturas médias de
desnaturacdo), e estas ficaram entre 43,5 e 45,9 °C. Nao houveram diferencas
significativas entre as trés formas indicando que diferencas conformacionais existentes
entre elas ndo afeta consideravelmente sua estabilidade térmica. Comparativamente a
outras hemeproteinas, a FixL mostru-se consideravelmente menos estivel, o que
associa-se a flexibilidade que ela deve ter para as mudancas conformacionais associadas
a sua funcdo sensora.

A perda de atividade de auto-fosforilacdo quando a proteina com ferro do
grupo na forma reduzida se liga a oxigénio molecular (O,) estd associada a mudangas
que ocorrem na estrutura tercidria da proteina. Os resultados dos espectros de dicroismo
circular na regido do near-UV mostram diferengas marcantes entre 280 e 305 nm. Nessa
faixa de comprimento de onda os sinais se devem principalmente aos triptofanos,
portanto as alteragdes devem ocorrer principalmente no primeiro dominio PAS e no
dominio receptor da proteina, onde se encontram esses aminodcidos. As mudancas que
sdo observadas nos espectros CD no near-UV entre as formas met (Fe3+) e cianomet
(Fe3+—CN') sdo ainda mais pronunciadas. Essas sdo uma forma ativa e uma forma

inativa, respectivamente; e esse resultado corrobora com a afirmacdo de que mudangas
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na atividade catalitica da enzima sdo acompanhadas por mudangas em sua estrutura
tercidria.

Os resultados mostrados para regidao do visivel do espectro de CD sugerem que
ocorrem mudancas na conformagdo do grupo heme por ocasido deste estar ou ndo
ligado a alguma molécula. Como j4 proposto por outros autores, a atividade enzimaética
da FixL correlaciona-se as interacdes que seu grupo prostético realiza com as cadeias de
aminoécidos em sua proximidade.

Estudos de desnaturacdo quimica com uréia utilizando espectroscopia
eletronica na regido do ultravioleta e do visivel e dicroismo circular com a proteina nas
formas met e cianomet, mostraram que a FixL é pouco estavel estruturalmente, se
comparada a outras hemeproteinas, o que estd em acordo com a baixa estabilidade
térmica encontrada. Quanto a ligacdo do grupo heme a cadeia protéica a forma cianomet
mostrou-se consideravelmente mais estdvel que a forma met, o que foi atribuido em
maior parte as interacdes que o cianeto pode ter com um residuo de histina distal,
fazendo com que co-fator esteja mais fortemente preso. Quanto a estabilidade da
proteina de uma forma global, observou-se que a forma ativa, met, € mais estavel que a
forma inativa, cianomet. Existe um modelo proposto na literatura para
ativacdo/inativagdo da FixL em que a proteina muda de conformacio passando de uma
forma mais compacta, quando estd ativa, para uma forma menos compacta, quando
estd inativa. A maior estabilidade estrutural da FixL na forma met pode ser explicada

pelo fato da proteina estar em um arranjo que dificulta a interacdo com a uréia.
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