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RESUMO

Hemeproteinas sensoras sdo uma classe de proteinas que vem despertando grande interesse da
comunidade cientifica, estando envolvidas em diversos importantes processos. O
microorganismo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é 0 agente patégeno responsavel por causar
a doenca conhecida como tuberculose, atualmente presente em um terco da populacdo mundial
na forma latente. Esta bactéria apresenta algumas hemeproteinas sensoras, dentre as quais a
proteina DevS que, juntamente com seu regulador de resposta (DevR), sdo responsaveis pela
entrada desta bactéria em estado persistente de ndo replicagdo dentro do hospedeiro, conhecido
como estado de laténcia, dificil de ser eliminada. Atualmente, existe um conflito na literatura
com respeito a funcdo fisioldgica da hemeproteina DevS, sendo sugerido por certos grupos ser
um sensor de oxigénio enquanto outros acreditam ser um sensor redox. Este trabalho tem como
objetivo determinar o papel sensorial da proteina DevsS por espectroletroquimica associando as
técnicas de eletrolise a potencial controlado com espectroscopia de absorcdo eletrdnica
permitindo a determinacdo do potencial de ponto médio, Em. Esse estudo foi realizado em
diferentes condicGes: na auséncia e presenca de ligantes (ion cianeto, imidazol, mondxido de
carbono e 6xido nitrico); em diferentes concentrages salinas: 100, 200 e 500 mmol L™ NaCl;
e em solugdes de diferentes valores de pH (6 a 10). Os espectros, obtidos na presenca de
diferentes mediadores redox, permitiram o calculo dos seguintes valores de Em: +11, +96, +392,
—147 ¢ -327 mV vs Eletrodo Padréo de Hidrogénio para a proteina DevS na auséncia de ligantes
e ligada a CO, NO, imidazol e CN-, respectivamente. Adicionalmente, pode-se estimar a faixa
de potencial referente & proteina ligada a Oz, entre +10 e +195 mV. Utilizando-se titulagdo
quimica, foi medida a constante de dissociagdo (Kg) da proteina ligada a imidazol; Kq = 112 x
102 e 300 x 10 para as formas reduzida e oxidada, respectivamente. Nossos resultados
indicaram que o potencial redox da proteina DevS torna-se mais positivo com o aumento da
forca dos ligante, tal como previsto pela Teoria de Campo Ligante. Adicionalmente, o valor de
Em determinado para a proteina DevS ndo ligada é significativamente mais elevado que aqueles
estimados para o citosol do Mycobacterium tuberculosis sendo consistente, portanto, com a
fungéo sensora de oxigénio e descartando, termodinamicamente, a possibilidade de atuar como

sensor redox.

Palavras-chave: Hemeproteinas sensoras. Laténcia. Proteina DevS. Tuberculose.



ABSTRACT

Heme-based sensors are a family of proteins that has caught great interest of the scientific
community due to their role in several important biological processes. Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) is the pathogen responsible for causing tuberculosis, currently found in one
quarter of the world population in its latent form. This bacterium presents some heme-based
sensor proteins including the protein DevS which, together with its response regulator (DevR),
are responsible for the entrance of this bacterium into a persistent state of non-replication,
known as latency, which is difficult to eliminate. Currently, there is a conflict in the literature
regarding the physiological function of the hemeprotein DevS, being suggested by certain
groups to work as an oxygen sensor while others indicated as a redox sensor. Here, we present
the results of heterologous expression and purification of Mycobacterium tuberculosis DevS
protein along with the measurements of the redox potential, En, at different conditions, such as
absence and presence of ligands (CN-, imidazole, CO and NO), different salt concentrations
(100, 200 and 500 mmol L* NaCl), and pH (6 to 10). The calculated redox potentials were of
+11, +96, +392, -147 and -327 mV vs Standard Hydrogen Electrode (SHE) for Devs in the
absence of ligands, and bound to CO, NO, imidazole and CN’, respectively. In addition to that,
it was estimated the range of redox potential for DevS bound to Oz, from +10 to +195 mV.
Nonetheless, dissociation constants (Kq) for the imidazole bound to DevS were also calculated
by chemical titration, where Kq = 112 x 10 and 300 x 10 were found for the reduced and
oxidized forms of the protein, respectively. Our results indicated that the redox potential of
DevsS redox potentials are increasingly positive as the ligand strength is intensified, as predicted
by the Ligand Field Theory. Furthermore, the redox potential for unbound DevS was shown to
be significantly higher than those estimated for Mycobacterium tuberculosis cytosol being
consistent, therefore, with the assignment of oxygen sensor function and discarding,

thermodynamically, the role as a redox sensor.

Keywords: Heme-based sensors proteins. Latency. DevS protein. Tuberculosis.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose € uma doenca infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis que existe ha milénios como patdgeno em humanos. Ela atinge principalmente os
pulmdes, mas pode afetar outros locais extrapulmonares. Acredita-se que 1,7 bilhdo de pessoas
no mundo estdo infectadas com esta bactéria e cerca de 5 a 15% desenvolverdo a doenca em
algum momento de suas vidas, enquanto outros portardo o bacilo em sua forma dormente ou
latente. A tuberculose esté entre as 10 maiores causas de morte em todo o mundo, vitimando,
por exemplo em 2016, cerca de 1,3 milhGes de pessoas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). A caracteristica deste micro-organismo de entrar no estado de
laténcia (dorméncia) impossibilita a perspectiva de erradicacdo da doenca, bem como a redugédo
no tempo de tratamento da tuberculose; atualmente de, no minimo, 6 meses. Constatou-se que
algumas proteinas sdo as principais reguladoras do processo de laténcia que ocorre na bactéria,
tais como DevS e DevR (DASGUPTA et al., 2000).

As proteinas que apresentam, além da cadeia polipeptidica como sua estrutura, um
grupo prostético heme, sdo chamadas de heme proteinas. Diversos tipos de grupos heme podem
ser encontrados nessas proteinas, sendo denominados, por exemplo, como heme a, b, ¢, d, tal
como ilustrado na Figura 1. Estas estruturas apresentam em comum um anel tetrapirrélico, mas
diferem pelos substituintes periféricos (BOWMAN; BREN, 2008).

Figura 1 — Formulas estruturais dos diferentes tipos de grupos heme.

Heme a Heme b

Fonte: Adaptado de BERTINI et al., 2006.

O ion de ferro nessas proteinas encontra-se penta ou hexacoordenado, sendo que
quatro dessas ligacdes provém dos nitrogénios do anel porfirinico, como ilustrado na Figura 1.

A quinta ligacdo é fornecida, geralmente, por residuos histidina, cisteina ou metionina da
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propria cadeia proteica que esta localizada na regido proximal ao grupo heme; enquanto o sexto
ligante, surge na posicéo distal (ou axial), normalmente H.0O, Oz, CO, NO ou CN". Ha alguns
casos em que o ferro se mostra hexacoordenado empregando nessa sexta coordenacao, residuos
da propria cadeia proteica, como por exemplo no caso do citocromo c. A coordena¢do de um
residuo proximal empregando a histidina, por exemplo, é tipica das hemoglobinas, mioglobinas
e citocromos b (protoporfirina 1X). As hemeproteinas sdo bastante importantes, pois sao
responsaveis por desempenhar diversas funcdes bioldgicas essenciais para a vida, tais como:
transporte e armazenamento de gas (hemoglobina e mioglobina), catalise (citocromo P450),
transferéncia eletrdnica (citocromo c), sensor bioldgico (FixL e guanilato ciclase soltvel)
(SHIMIZU et al., 2015), dentre outras.

Uma hemeproteina sensora €, geralmente, composta por dominios, apresentando
um deles contendo o grupo heme que controla uma outra regido transmissora contida na mesma
proteina (dominio resposta), por exemplo, dominio quinase (GONZALEZ, GONZALO,;
GILLES-GONZALEZ, 2005). Proteinas quinases catalisam a transferéncia de um grupo
fosforil a partir da adenosina trifosfato (ATP) para determinados residuos de outras proteinas,
geralmente serina, tirosina e treonina (LIU et al., 2014). Dentre as quinases, tem-se, ainda, as
histidinas quinases cuja fosforilagdo ocorre no residuo histidina. Essas proteinas quinases
mediam a maior parte da transdugéo de sinal em células eucarioticas através da modificacdo da
atividade do seu substrato. Essa atividade permite controlar varios processos celulares,
incluindo transcricdo, metabolismo, movimento celular, apoptose celular e outros (MANNING
et al., 2002; ZHANG; LIU; XIA, 2013). De maneira similar, as histidinas quinases atuam em
micro-organismos auxiliando sua percepcdo e adaptacdo as mudancas ambientais. AlteracGes
nas atividades das quinases tém sido associadas a diversas doencas, tais como cancer, distlrbios
metabdlicos e inflamacdes (PROCTOR et al., 2014). Nas bactérias, por sua vez, as histidinas
quinases podem ser usadas como alvos bioldgicos no desenvolvimento de antibiéticos. Estas
proteinas, em conjunto com (di)guanilato ciclases, sdo as principais reguladoras de respostas
adaptativas a ligacdo de moléculas diatbmicas, tais como Oz, CO e NO, que sdo consideradas
importantes mensageiros fisioldgicos (SHIMIZU et al., 2015) gerando respostas como
exemplificado a seguir. A proteina FixL da bactéria Rhizobium meliloti, participa da expressdo
de genes responsaveis pela fixacdo de nitrogénio e respiracdo microaerdbica, processo
controlado pelos niveis de oxigénio (GILLES-GONZALEZ; GONZALEZ, 1993). A proteina
guanilato ciclase soluvel controla a relaxacdo do masculo liso e agregacdo plaquetéria
(DIERKS, E.A.; BURSTYN, 1996) em resposta a interacdo com mondxido de nitrogénio
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produzido biologicamente. Estudos sugerem que a proteina SenX3, encontrada no
Mycobacterium tuberculosis, induz a expressao de genes envolvidos na regulacao da replicacéo
dessas bactérias (viruléncia) e metabolismo em resposta aos niveis de oxigénio, podendo
garantir a sobrevivéncia das mesmas numa saida do estado dormente (SINGH; KUMAR, 2015).

Em relagdo aos sensores hemeprotéicos, se conhece atualmente pelo menos sete
grandes familias que foram organizadas de acordo com as estruturas dos dominios hémicos:
PAS, CooA, HNOB, Globina, GAF, LBD e SCHIC (SHIMIZU et al., 2015; SOUSA et al.,
2012, 2017). Alguns desses sensores, como a FixL, podem fazer parte de um sistema de dois
componentes que é formado por uma hemeproteina sensora histidina quinase e um regulador
de resposta. Nesse tipo de sistema, primeiramente, 0 sensor quinase interage com um ligante
sinalizador, que no caso de hemeproteinas sensoras pode ser Oz, NO ou CO, sendo
desencadeada uma mudanca conformacional que resulta na ativacdo ou inativacdo do dominio
enzimatico histidina quinase. A reacdo de autofosforilacdo, que usa ATP como fosfo-doador a
um residuo histidina no sensor histidina quinase, é regulada pelo dominio heme sob interacéo
com a molécula gasosa sinalizadora, por exemplo O2. Em seguida, a autofosforilagdo ocorre
uma reacdo de transferéncia do grupo fosforil do residuo histidina do sensor histidina quinase
(autofosforilado) para um residuo aspartato do regulador de resposta (RR). Este regulador,
quando é fosforilado, age como um fator de transcricdo génica (Figura 2). Desta forma, a
fosforilagdo do dominio regulador de resposta ativa as funcbes de regulacdo da transcricdo
génica através de sua interacdo com o DNA. Os reguladores de respostas sdo considerados
"interruptores" bioldgicos e apresentam um papel de “liga-desliga” neste sistema, dependendo
do seu estado de fosforilagdo, conforme ilustrado na Figura 2. Todo esse processo € regulado
ou controlado pelo dominio heme contido no sensor histidina quinase e dependente do sinal

gasoso.
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Figura 2 — Esquema genérico de um sistema sensorial de dois componentes.

Sensor Histidina Quinase Regulador de Resposta (RR)
ATP
£ # |
sinal &"’g “o_ o0
7\ &° rC _ lacio géni
/ O // 0 regulagdo génica

AN/N/ANARARANE

fosfotransferéncia

Fonte: O autor.

Bactérias patogénicas, como o Mycobacterium tuberculosis, utilizam esse tipo de
sistema para se ajustar as alteracfes ambientais e responderem a estas condic¢@es, coordenando
a regulacdo génica atraves destes sistemas. Os sensores histidina quinase DevS (também
conhecido como DosS) e DosT, juntamente com o regulador de resposta DevR (ou DosR), tém
sido descritos como um sistema de dois componentes (DevS-DevR ou DosT-DevR) que atua
no processo de resposta celular a anaerobiose submetida ao Mycobacterium tuberculosis
(DASGUPTA et al., 2000; ROBERTS et al., 2004; SOUSA; TUCKERMAN; GONZALEZ,
2007), como se pode observar na Figura 3. Esta bactéria pode existir em um estado normal de
replicacdo, tipico quando a doenca é manifestada, ou em um estado latente que pode ser
induzido pela auséncia de oxigénio. A condicdo de laténcia esta presente em granulomas que
sdo formados pelo sistema de defesa humano. Ha varias evidéncias que levam a crer que este
sistema de dois componentes é responsavel por perceber um estado de hipdxia e, assim, ativar
a entrada em laténcia da bactéria causadora da tuberculose levando a bactéria, portanto, a um
estado ndo replicador, também chamado estado dormente ou latente. Este estado permite que a
bactéria sobreviva dentro do hospedeiro por décadas e tem sido considerado um dos principais

entraves para qualquer perspectiva de erradicacao da tuberculose no mundo.
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Figura 3 — Representacdo esquematica do efeito da concentracdo de oxigénio molecular (O>)
no sistema DevS-DeVR contido no Mycobacterium tuberculosis. P indica grupo fosforil (-
OPO3%).

Fonte: O autor.

A proteina DevS possui 578 residuos de aminoacidos, que estdo apresentados em
sua sequéncia primaria, Figura 4, totalizando uma massa molar de 62,24 kDa. Outra
caracteristica bastante importante € seu ponto isoelétrico, que é de 4,91 (SIB SWISS
INSTITUTE OF BIOINFORMATICS).
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Figura 4 — Sequéncia primaria da proteina DevsS.

20
DGAAMRPLEH

80
IVHSATSLNVD

140
LELDDVSAHP

200
ALARARRGTIAV

260
ARATVAVEVDE

320
DLEGLDELAD

380
LATSQRRMRE

440
DLODVIQEIR

500
DQAEAVVREA

560
EQAGGEFTLA

Fonte:

30
TLEQLELHEL

90
ARYGAMEVHD

150
ASTIGFPPYHP

210
ANARLYQQAFK

270
DMPAADVGEL

330
AGPALLLPLR

390
LDVLTDRDRI

450
TTIYDLHGAS

510
VSHAVRHAEA

570
SVPGASGTVL

a0
LVEVQDRVEQ

100
RQHRVLHEVY

160
PMRTFLGVEV

220
ARQSWIEATR

280
LVIETVGSAV

340
ARGTVAGVVV

400
ARDLHDHEVIQ

460
QGITRLRORT

520

STLTVREVEVD

EWSAPLSQ

50
IVEGEDRLIMG

110
EGIDEETVRR

170
RVRDESFGTL

230
DIATELLSGT

290
ASIVGRTIEPV

350
VLEQGGPGAE

410
RLFATGLALQ

470
DAAVAOFADS

530
DDLCIEWVTDHN

ProParam (SIB Swiss Institute of Bioinformatics).
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A proteina DevS é composta por dois dominios GAF e um dominio enzimatico

histidina quinase formado pelos subdominios fosfo-aceptor (HisKA) e ATPase (HATPase), 0s

quais estdo representados na Figura 5. No primeiro dominio GAF encontra-se o grupo heme,

responsavel pela percepc¢éo do sinal gasoso, no caso, a oxigénio molecular, enquanto que no

dominio HiskKA ocorre a autofosforilacdo promovida pelo subdominio HATPase que se liga ao

ATP. A funcdo do segundo dominio GAF, todavia, ainda é desconhecida, mas sugere-se que
intermedia o processo de transducdo de sinal (CHO, H.Y.; LEE, Y.H.; BAE, Y.S.; KIM, E.;
KANG, 2013; YUKL et al., 2007).

Figura 5 — Representacdo esquematica dos dominios da proteina Devs.

Fonte: O autor.
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A variacdo no estado de oxidacao, distor¢do do anel porfirinico e 0 microambiente
no qual esta inserido o grupo heme podem ser determinantes para a sinalizacdo molecular das
hemeproteinas sensoras, resultando no controle da atividade enzimatica da proteina (GILLES-
GONZALEZ; GONZALEZ, 1993; GONZALEZ, GONZALO.; GILLES-GONZALEZ, 2005;
HONORIO-FELICIO et al., 2016). As energias das absorcdes eletronicas associadas & porfirina
do grupo heme, atribuidas as transi¢des do tipo 7 - ©*, denominada banda Soret, ¢ as bandas de
transferéncia de carga, denominadas bandas Q, sdo empregadas na investigacéo do efeito destas
perturbacOes na atividade de hemeproteinas sensoras (BERTINI, I.; GRAY, H.B.; STIEFEL,
E.l.; VALENTINE, 2006; SASAKURA et al., 2002). Adicionalmente, ha evidéncias de que o
potencial eletroquimico atribuido ao processo redox Fe'" do grupo heme pode estar
relacionado a atividade das hemeproteinas sensoras, pelo menos para o sensor FixL
(HONORIO-FELICIO et al., 2016).

Estudos eletroquimicos de proteinas redox podem fornecer diversas informacGes
importantes, tais como propriedades termodinamicas intrinsecas, além de propriedades
cinéticas e estruturais destes sistemas. As informac6es obtidas podem contribuir para uma
melhor compreensédo de seu papel fisioldgico, bem como dos detalhes das reagdes bioldgicas
de transferéncia de elétrons envolvidas. Véarias dessas proteinas encontram-se na membrana
plasmaética estando sujeitas a diferencas de potenciais transmembranar. Assim, essas proteinas
experimentam efeitos de campo elétrico que sdo, em certos casos, semelhantes a uma interface
eletroquimica (eletrodo/solucédo). A analise de proteinas atraves de técnicas eletroquimicas
convencionais (voltametria ciclica com eletrodo de trabalho metalico, por exemplo) pode
tornar-se inviavel devido ao baixo coeficiente de difusdo e a possibilidade de adsor¢do que,
geralmente, resulta em desnaturacdo (ARMSTRONG, 1990). Uma estratégia experimental
utilizada para esses estudos € a técnica de espectroeletroquimica com uso de mediadores redox.

A espectroeletroquimica € um método que, geralmente, combina técnicas Opticas e
eletroquimicas, sendo frequentemente empregado para monitorar processos redox em proteinas.
Sua utilizacdo em meio eletrolitico contendo mediadores redox surgiu com o intuito de sanar
algumas dificuldades encontradas no estudo de reacdes heterogéneas de transferéncia de
elétrons de proteinas, ja que muitas dessas reacdes sobre eletrodos se tornavam irreversiveis ou
indetectaveis. A irreversibilidade pode ser atribuida a adsorcdo da proteina sobre a superficie
do eletrodo metalico, o que pode levar a alteraces estruturais ou desnaturagdo da mesma
(ARMSTRONG, 1990; DONG, S.; NIU, J.; COTTON, 1995). Na eletroquimica de proteinas,

0 processo é lento devido ao baixo coeficiente de difusdo dessas moléculas que dificulta o
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acesso a interface eletrodo/solucdo. Essa dificuldade pode ser superada com a utilizagdo de
mediadores redox, que sdo substancias que facilitam o fluxo eletrénico entre a proteina e a
superficie metalica. Para que uma dada substancia possa atuar como mediador redox, algumas
caracteristicas sdo imprescindiveis, a saber: (i) apresentar estabilidade quimica na faixa de
potencial empregada, (ii) experimentar reacfes rapidas de transferéncia de elétrons com o
eletrodo e com a proteina, (iii) ndo interagir com o sistema em estudo (BERNHARDT, P.V.;
CHEN; SHARPE, 2006). O experimento consiste na aplicacdo de potencial e acompanhamento
de alteracBGes espectroscOpicas que permitem calcular o potencial do ponto médio (termo
utilizado em sistemas biolégicos referente ao potencial redox) de proteinas redox ativas de
maneira indireta, j& que a reacdo redox destas é induzida por mediadores redox, os quais
experimentam, efetivamente, o processo de transferéncia de elétrons na interface
eletrodo/solucdo (BARD et al., 1944).

A variacdo das condi¢des do meio onde se encontra uma proteina redox ativa, como
pH, temperatura e concentracao salina podem afetar a conformacéo e interferir no potencial
redox da mesma. Além desses fatores, sabe-se que o estado redox é sensivel a interacdo com
moléculas, tais como CO, NO, O, CN" (HONORIO-FELICIO et al., 2016). Adicionalmente,
vale ressaltar que ha uma controvérsia na literatura que perdura por mais de 10 anos, com
respeito a proteina sensora DevS. Alguns pesquisadores a consideram um sensor redox
(KUMAR et al., 2007), enquanto outros, um sensor de oxigénio (SOUSA; TUCKERMAN;
GONZALEZ, 2007). Proteinas sensoras redox, geralmente, séo rapidamente oxidadas quando
expostas ao oxigénio molecular. Por outro lado, proteinas sensoras de oxigénio se ligam a esta
molécula de forma bastante estdvel e podem apresentar reacdo de oxidacdo lenta. Esse
comportamento, todavia, ndo pode ser generalizado, uma vez que a proteina sensora de oxigénio
FixL apresenta uma rapida reacdo de auto-oxidacdo ao ar (meia vida de cerca de 15 minutos),
juntamente com baixa afinidade a oxigénio molecular (GILLES-GONZALEZ, 2006). Para uma
validacdo de seu papel como sensor de oxigénio ou redox, deve-se levar em consideracdo a
fisiologia do micro-organismo e qual o seu potencial redox citossélico. Assim, é possivel
inferir, para uma dada condicdo, se a proteina apresenta condi¢cdo termodindmica
(espontaneidade) para responder a uma diferenca de potencial. Existindo a possibilidade de
resposta do ponto de vista termodinamico, deve-se avaliar a cinética da reacdo, ou seja, se esta

ocorreria em uma janela de tempo razoavel para a necessidade de resposta da bactéria.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As hemeproteinas sensoras sdo uma das principais reguladoras de respostas
adaptativas provocadas por suas ligagdes as moléculas consideradas mensageiras fisiologicas,
como Oz, CO e NO. A alteragdo no ambiente do grupo heme é determinante na sinalizacao
molecular das hemeproteinas sensoras, resultando no controle de suas atividades enzimaticas
ou interacfes com biomoléculas. A proteina DevS, juntamente com a DevR, forma um sistema
de dois componentes que, dependendo das condicdes, por exemplo sob hipdxia, regula genes
responsaveis pela entrada do Mycobacterium tuberculosis no estado de laténcia, facilitando a
sobrevivéncia deste patdgeno no hospedeiro. As reaces redox de hemeproteinas fornecem
informacgdes importantes que podem contribuir para a melhor compreensdo de processos
bioldgicos de transferéncia de elétrons, bem como validar a forma biologicamente relevante
daquela proteina. No ano de 2007, demonstrou-se que a proteina DevS atua como sensor de
oxigénio por Sousa e colaboradores (SOUSA; TUCKERMAN; GONZALEZ, 2007). Neste
mesmo ano, Kumar e colaboradores propuseram a funcdo de sensor redox para esta proteina,
uma vez que nao conseguiram obté-la ligada ao oxigénio molecular de forma estavel, além de
observarem uma rapida reacdo de auto-oxidacao que leva a inativacdo (KUMAR et al., 2007).
Apesar desta controvérsia, estudos de cinética de oxidacdo mostraram que a proteina DevsS se
liga reversivelmente ao oxigénio molecular, e experimenta uma reacdo de oxidacdo bastante
lenta. Ainda assim, o conflito de sua funcéo bioldgica se mantém na literatura. Para avaliar se
tal proteina teria potencial redox capaz de atuar como sensor de oxigénio ou redox, deve-se
levar em consideracao a fisiologia do micro-organismo, e qual o seu potencial redox citosolico.

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho foi elucidar o papel de sensor da
hemeproteina DevsS, utilizando desta forma um método espectroeletroquimico, onde se
associou as técnicas de eletrélise a potencial controlado com a espectroscopia de absorcéo
eletronica nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis). Especificamente, contemplou-se 0s
seguintes objetivos:

e expressar e purificar a proteina DevS em sistema heterélogo E. coli;
e medir o potencial redox da proteina DevS pelo uso de técnica espectroeletroquimica em
solucdes:

1. contendo ou ndo os ligantes CO, NO, CN-, O e imidazol;

2. de diferentes concentragGes salinas: 100, 200 e 500 mmol-* de NaCl;

3. de diferentes valores de pH (6 a 10);
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medir a constante de afinidade do imidazol pela proteina DevS nas formas oxidada e

reduzida.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O gene devS do Mycobacterium tuberculosis amplificado a partir do DNA
gendmico foi clonado no plasmideo pGGNKT derivado do pUC19, sob controle do promotor
tac, contendo gene de resisténcia a ampicilina para selecdo em Escherichia coli, posteriormente
foi realizado o processo de transformagéo e preparo de pré-inoculo das células, como descrito
por SOUSA et al., 2007. Foi utilizada agua ultrapura obtida pelo sistema de purificacao
MiliporeDirect Q® 3UV, apresentando resistividade maior que 18 MQ cm em todos os

procedimentos que envolviam solugdes aquosas.

3.1 Expressdo da Proteina DevS

O crescimento inicial do indculo bacteriano foi realizado em incubadora tipo shaker
orbital (TE-420 TECNAL®). Inicialmente, preparou-se um pré-inoculo transferindo-se o
inoculo previamente armazenado no ultrafreezer para um tubo Falcon contendo 5 mL de meio
de cultura LB (Miller) (FISHER SCIENTIFIC), previamente autoclavado e preparado de
acordo com as especificacOes do fabricante (25 g L™ em &gua deionizada) e ampicilina sodica
(SIGMA®) na concentracdo de 100 pg mL™. Essa mistura foi mantida por 16 horas a 37°C e
sob agitacdo a 200 rpm. O pré-inoculo foi usado para inocular 4 L de meio de cultura recém
preparado (1 mL de pré-indculo para cada litro de LB separados em 4 erlenmeyers de 2 L)
contendo ampicilina (100 pg mL™). Este foi crescido a 37°C sob agitacdo a 200 rpm, até que a
densidade oOptica medida em 600 nm (ODseoonm) atingisse 1,0 Para acompanhar a densidade
Optica, empregou-se um espectrofotdmetro Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode-Array, sendo
feito branco com meio de cultura LB. Quando o inéculo atingiu a densidade dptica desejada,
baixou-se a temperatura do shaker para 30°C e deixou-se por 24 h. Em seguida, manteve-se 0s
erlenmeyers em gelo e as células foram centrifugadas durante 15 minutos a 3500 x g em
centrifuga (NT820 Novatecnica®). O pellet das células foi armazenado a -86°C até ser iniciado

0 procedimento de purificacéo.

3.2 Purificagao
3.2.1 Particao das células
O processo de purificagdo se inicia com 0 acesso ao citosol bacteriano, onde

encontra-se a proteina expressa na sua forma soltvel. Desta forma é realizado o rompimento da

parede celular e centrifugacdo para remocdo do extrato bruto. Este procedimento é realizado
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através de ultrasonicacdo e o uso de uma enzima que catalisa a digestdo da parede celular da
célula bacteriana, no caso especifico a lisozima. Inicialmente o pellet celular foi ressuspendido
em tampao de lise (composicdo apresentada na Tabela 1) em uma proporcdo de 2 gramas de
pellet para cada 5 mL de tampéo lise em temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi
ultrasonicada sob agitacdo branda em uma temperatura de 4°C por 1 hora a 40% da amplitude
méaxima com ciclos alternados de 1 minuto de pulso e 1 minuto em repouso empregando-se 0
sonicador de sonda Vibracell™ SONICS (U.S.A.). Durante o processo de ultrasonicagio a
temperatura foi mantida em aproximadamente 10 °C. Logo apds esse procedimento,
centrifugou-se o material a 40.000 x g por 40 minutos, mantida a temperatura de 4°C, em uma
centrifuga 3-30K SIGMA® (Alemanha). O pellet de residuo foi descartado e guardou-se o

sobrenadante de coloracdo avermelhada para posterior precipitagdo com sulfato de aménio.

Tabela 1 — Composicdo do tampao de lise.

Composicao Concentracéao Procedéncia
Tris-HCI pH 8 50 mmol L* Sigma-Aldrich

NaCl 137 mmol L* SERVA

KCI 5 mmol L™ Amresco
Glicerol 5% Sigma-Aldrich
EDTA 1 mmol L* Sigma-Aldrich
2-mercaptoetanol 10 mmol L*! Sigma-Aldrich
PMSF 0,17 mg mL* Sigma-Aldrich
Lisozima 0,1 mgmL* Sigma-Aldrich

Fonte: O autor.

3.2.2 Precipitacdo da Fracéo Proteica

A fracdo soluvel coletada anteriormente foi adicionado lentamente uma solugéo
contendo (NH4)2SO4 4 mol L™ (100% saturada), tris 10 mmol Lt e EDTA 1 mmol L? até
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alcancar 40% da concentracdo de saturacdo, mantida sob gelo e agitacdo moderada, o que
provocou a precipitacdo de uma fracao proteica que inclui a proteina de interesse. Centrifugou-
se a mistura a 40.000 x g por 40 minutos, a 4°C, sendo o sobrenadante levemente amarelo
descartado, enquanto o precipitado vermelho intenso foi rapidamente congelado e mantido a -
86°C para dar sequéncia as proximas etapas de purificacao.

3.2.3 Coluna de Interacgéo Hidrofébica (Fenil-Sepharose™)

O precipitado obtido na etapa anterior foi ressuspenso em tamp&o 10 mmol L Tris
HCI pH 8 em uma proporcao de 15 g de precipitado para 100 mL de tampé&o. Logo apos foi
centrifugado a mistura a 40.000 x g por 15 minutos, sendo descartado o precipitado e mantida
em gelo o sobrenadante, cuja coloracao era fortemente avermelhada. Esta fracdo soltvel foi
lentamente aplicada na coluna fenil-Sepharose™ (d = 2,8 cm; h = 15 ¢m, volume = 62 mL),
previamente equilibrada com 10% (NH.).SO4 da solugdo saturada (0,4 mol L™). Apos a total
interacdo da proteina com a coluna, realizou-se lavagens sucessivas usando 4 volumes de coluna
de 10% (NH4)2S04 (0,4 mol L) e 6 volumes de coluna de 5% NH4SO4 (0,2 mol L), por
altimo, utilizou uma solucgdo aquosa contendo 10% de etilenoglicol (v/v) para fazer a eluicéo
da proteina. A fim de se estimar a razdo de pureza foi obtido o espectro eletrénico nas regides
do ultravioleta e visivel (UV-Vis) de cada fracdo eluida. Esta raz&o é obtida empregando-se 0s
valores dos maximos de absorbancia em 280 e 412 nm, que estdo relacionados,
respectivamente, as transi¢cbes eletronicas provocadas pela absorcdo de radiacdo
eletromagnética dos grupos aromaticos da proteina (fenilalanina, tirosina e triptofano) e da
transicdo eletronica do grupo heme. A razéo (Rz), Abs2gonm/AbSsoret, relaciona a concentragdo de
proteinas totais a concentracdo de hemeproteinas, desta forma, quanto menor for o valor desta
razao maior sera o grau de pureza da proteina DevS. Todas as fracbes com razdo de pureza
maiores que 0,90 foram descartadas, enquanto as que tinham valores inferiores foram
combinadas, totalizando um volume de 140 mL. Dialisou-se essa fragdo de interesse em 3 L de
tamp&o 10 mmol L Tris-HCI pH 8, por 16 horas a 4 °C, ou seja, apresentando uma dialise

contra 21,5 vezes de diluicdo para remocédo do excesso de sais remanescentes.

3.2.4 Coluna de Troca Ani6nica (DEAE)

A fracdo dialisada foi injetada na coluna de DEAE Sepharose® (fast-flow, d=3,2
cm; h = 14 cm), que foi pré-equilibrada com tamp&o 10 mmol L Tris HCI pH 8. Durante o

processo de lavagem e eluicéo utilizou-se as solucdes tampdes contendo 10 mmol L Tris HCI
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pH 8 sendo adicionado 100, 125, 175, 200 e 250 mmol L™ de NaCl, em fluxo de 2 mL min®,
na qual a proteina foi eluida com a concentracdo maxima de NaCl. Um cromatografo de baixa
pressdo FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) BIO-RAD (USA) controlou o fluxo e as
concentracBes que foram utilizadas. Através de um cromatograma gerado pelo FPLC
monitorando absorbancia em 280 nm, foi possivel controlar a elui¢do da proteina coletando em
pequenas fracdes de 2 mL num total de 80 mL. Novamente, em cada uma das fracGes eluidas
foi obtido seu espectro eletrénico na regido do UV-Vis, assim sendo analisado as razdes de
pureza Abszsonm/Absainm (RZz). As melhores fragdes obtidas apresentaram Rz entre 0,42 e 0,59.
Estas fracBes foram combinadas e concentradas até uma concentragdo final de cerca de 162
umol L%, utilizando-se um concentrador de proteina Millipore Amicon® 8050 sob pressdo de
argonio e agitacao, utilizando uma membrana Amicon YM-30 (massa molar limite de corte de
30 kDa), sendo adicionado 5% de glicerol. Em seguida foram separadas em aliquotas de 100,
200, 500 e 800 pL. Essas amostras foram congeladas rapidamente com uso de nitrogénio
liquido, e armazenadas a —86°C. Evitou-se o descongelamento e recongelamento destas

amostras por mais de uma vez.

3.2.5 Eletroforese

Para confirmar a pureza final da amostra de proteina, foi realizado eletroforese em
gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). O detergente dodecil
sulfonato de sdédio (SDS) se liga as proteinas, levando-as a sua forma desnaturada e
contribuindo com uma grande quantidade de cargas negativas, tornando a carga das proteinas
insignificante, proporcionando que as proteinas sejam separadas em razdo de sua massa
molecular. A percentagem de acrilamida no gel determina o tamanho dos poros e a faixa de
separacdo. Utilizou-se acrilamida/bis-acrilamida, 37:1 (SIGMA®), na concentrac¢ao de 10% no

gel de separacdo. Os componentes dos geis estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Composicéao dos géis utilizados na eletroforese (SDS-PAGE).

Volume (pL) de:
Composicéo dos geis gel alinhamento | gel separagdo
(stacking gel) (resolving gel)

Stacking gel buffer (0,375mol-L*Tris-HCI, pH 8,8) 450
Resolution gel buffer (0,125mol-L*Tris-HCI, pH 1250
6,8)
Acrilamida/Bis-acrilamida, 37:1 225 1250
10% Dodecil sulfato de sodio (SDS) 18 50
H20 1110 2450
10% Persulfato de amonio 13,5 38
TEMED (tetrametiletilenodiamina) 2 2,5

Fonte: O autor.

Foi utilizado o suporte de montagem BIO-RAD e placas com 1 mm de espacamento
para o preparo do gel e para a corrida eletroforética utilizou-se uma cuba de eletroforese vertical
Mini-PROTEAN® Tetra System (BIO-RAD) e fonte para eletroforese FB300 (FISHER
SCIENTIFIC). No preparo da amostra foi adicionado a cada 5 pL de volume cerca de 7 pL de
tampdo de amostra; posteriormente estas amostras foram aquecidas em banho-maria a 100 °C
durante 4 minutos, deixando resfriar a temperatura ambiente para sua aplicacdo no gel. A
composigéo final do tampdo de amostra pode ser visualizada na Tabela 3. Utilizou-se como
marcador molecular Protein Ladder (New England BioLabs), uma mistura comercial contendo
12 proteinas com massa molecular entre 10 e 250 kDa submetida ao mesmo tratamento das
amostras. Em seguida as amostras foram aplicadas nos pocos do gel de poliacrilamida, sendo
entdo aplicado potencial de 150 V por cerca de 50 min. Apds esse processo eletroforético, o gel
foi corado por 30 minutos sob agitacdo em solugéo corante (5g/L azul de Coomassie, 7,5 %
acido aceético glacial (v/v) e 45% metanol (v/v)), em seguida foi descorado por 3 horas em
solucdo descorante (7,5% acido acético glacial (v/v) e 45% metanol (v/v)). Subsequentemente

registrou-se uma foto do gel utilizando um fotodocumentador BIO-RAD.
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Tabela 3 — Composi¢do do tampdo de amostra.

Composicao Concentracao
Tampéo Tris-HCI pH 6,8 0,125 mol L?
2-mercaptoetanol 700 mmol L
Glicerol 10%
Dodecil sulfato de sédio (SDS) 4%
Azul de bromofenol 0,2 mg mL*!

Fonte: O autor.

3.2.6 Espectroeletroquimica

A determinacdo dos potenciais dos processos redox dos sistemas estudados foi
realizada pela associacdo das técnicas de eletrdlise a potencial controlado com a espectroscopia
de absorcéo eletrénica nas regides do ultravioleta e visivel (UV-Vis). Para tanto, foi utilizado o
tratamento matematico descrito abaixo.

O potencial de ponto médio, Em, da proteina foi calculado a partir da Equacéo 1,
que relaciona a equacdo de Nernst com a Lei de Lambert-Beer (Material suplementar:
(BERNHARDT, P.V.; CHEN; SHARPE, 2006):

n(E—En)

Apxx10 59 + A,eq

Abs = 1+ 10n(E—Em)/59 (1)

O Em é obtido através de varios fitting dos valores de Abs x E, onde:
Abs: absorbancia maxima do espectro no potencial aplicado;

Aox: Absorbancia maxima da proteina totalmente oxidada;

Ared: Absorbancia maxima da proteina totalmente reduzida;

n: nimero de elétrons = 1;

E: potencial aplicado em mV;

Em: potencial de ponto médio da proteina.
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Os dados obtidos foram analisados e tratados pelos programas OriginPro 8 e
ReactLab Redox, utilizando-se a Equacédo 1.
O processo redox da proteina DevS envolve etapas quimicas que dependem do

ligante considerado, conforme descrito abaixo:

Fe(ll—L +e — Fe(Il—L (2)

(i) H20 e CN-(etapa redutiva): Fe(Il)—L — Fe(ll) + L (3)

Fe(ll) + L— Fe(Il) + e + L (4)
(i) H.0 e CN-(etapa oxidativa): Fe(lll) + L s Fe(lll—L  (5)

Fe(ll—L — Fe(ll)—L +e  (6)
(ili) CO e O (etapa oxidativa): Fe(ll—L — Fe(lll) + L (7)

Fe(lll) + L+e~ — Fe(ll) + L (8)
(iv) CO e O (etapa redutiva): Fe(ll) + L < Fe(l)—L 9)

Fe(Il)—L +e- — Fe(ll)—L (10)
(v) Imidazol e NO (etapa redutiva): Fe(ll—L = Fe(ll) + L (11)

Fe(Il—L — Fe(ll)—L +e (12)
(vi) Imidazol e NO (etapa oxidativa): Fe(lll—L = Fe(lll) + L (13)

Para a proteina ligada a imidazol foram medidas, também, as constantes de
dissociacdo nos estados oxidado e reduzido, uma vez que esta espécie permanece ligada ao
centro metalico em ambos os estados de oxidacao, conforme explicitado nas Equacdes 11 e 13.
Os dados foram analisados e ajustados usando o software Prism (GraphPad) empregando uma
equacdo de equilibrio considerando um sitio de ligacao, Equacdo 14 (CHENPRAKHON et al.,
2010).

Abs [L] 1
Absmax  Kgq+[L] (14)

Em que Abs é a absorbancia medida a cada concentracdo do ligante L usado ([L])

e Absmax é a variagdo maxima de absorbancia quando saturada. Posteriormente, o valor de Kd
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calculado através da Equacédo 14 é aplicado em uma equacdo de Nernst adaptada, Equacéo 15,

para calcular os valores de potencial do ponto médio (Em) (BERRY et al., 2007) .

o ° RT KY
E,= E —E =— (E) In(i) (15)

Sendo E; e E os potenciais da proteina DevS nas formas DevS-imz e deoxi-Devs,
respectivamente; Kq'' e K¢'!' sdo as constantes de dissociagido medidas para a proteina ligada ao
imidazol nos estados reduzido e oxidado, respectivamente; R é a constante dos gases ideais
(8,314 J mol* K'Y); T é a temperatura do ambiente momento doa realizacdo do experimento
(valor medio de 298 K); n € o nimero de elétrons que participa da reacdo, n = 1; F é a constante
de Faraday, F = 96485 C mol™.

Vérias medidas espectroeletroquimicas foram realizadas em meio anaerdbico
utilizando a proteina recombinante DevS do Mycobacterium tuberculosis na presenca de
mediadores redox inorganicos. Dessa forma, foi possivel determinar o potencial redox desta
proteina em diferentes condic¢des: 1) na auséncia e presenca dos ligantes CN-, imidazol, CO e
NO; 2) em concentrag@es variadas de NaCl (100, 200 e 500 mmol L) e 3) em diferentes valores
de pH (6, 7, 8, 9 e 10).

Nos experimentos realizados em diferentes concentracdes salinas, utilizou-se a
Equacdo 16 (NGRBY; ESMANN, 1997) para transformar a concentragdo de NaCl em forga
idnica (1) do meio.

I = % Zciziz (16)

Onde | é a forga ibnica do meio; Cié a concentracdo de cada ion que forma o sal; e
Z a carga do ion.

As medidas espectroeletroquimicas foram realizadas em meio anaerobico, exceto
0s experimentos com CO e O, utilizando uma camara anaerobica (COY laboratory), um
potenciostato 910 PSTAT mini (Metrohm Autolab) e um espectrofotémetro UV-Vis de fibra
Optica Ocean Optics USB2000. A célula espectroeletroquimica era composta de uma cubeta
OTTLE (optically transparent thin-layer) de caminho éptico de 0,1 cm contendo uma rede fina
de platina, um fio de platina e Ag|AgCI|CI saturado) (196 mV vs Eletrodo Padréo de Hidrogénio),
como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia (196 mV vs Eletrodo Padrdo de Hidrogénio),
tal como ilustrado na Figura 6.
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Figura 6 — Materiais que compdem a célula espectroeletroquimica: A) eletrodo auxiliar (1),
cubeta OTTLE (1), eletrodo de trabalho (Pt) (111) e eletrodo de referéncia (Ag|JAgCI|CIY) (1V);

B) célula completa.

Fonte: O autor.

Os experimentos espectroeletroquimicos foram realizados na presenca dos
mediadores eletroquimicos: [Co(trans-diammac)]Cls, [Co(AMMEsar)]Clz, [Co(AMME-NsS-
sar)]Cls, [Co(CLMEN4Szsar)]Cls, [Co(NMez)zsar]Cls, Fe(NOTA), Ferrocenometanol (Tabela
4; 25 pmol L) em solugéo eletrolitica 35 mmol L de tampdo Tris contendo NaCl e 30 umol
L da proteina DevS. A concentragdo de NaCl, assim como o pH do meio foram, também,
estudados como varidveis de trabalho. Trés condigdes experimentais foram utilizadas para a
obtencdo dos dados de espectroeletroquimica:

1) DevS em 35 mmol L™ de tampao Tris e 100 mmol Lt NaCl, a) sem ligantes (pH
8,0), na presenca dos ligantes b) imidazol (150 mmol L%, pH 8,0), ¢) CN~ (4 mmol L, pH 9,5),
d) CO (pH 8,0) e e) NO (DEA NONOate 500 uM, pH 8,0);

2) DevS em 35 mmol L* de tampdo Tris pH 8,0, na auséncia de ligantes e em
diferentes concentragdes ed NaCl: 100, 200 e 500 mmol L?;

3) DevS em 35 mmol L* de tampdo Tris e 100 mmol L NaCl, na auséncia de
ligantes e em diferentes valores de pH, de 6 a 10. Na Tabela 4 estdo descritos 0s compostos
utilizados como mediadores com 0s respectivos potenciais redox.

Importante ressaltar que o experimento com CN- foi realizado em pH 9,5, ou seja,

diferentes dos outros experimentos, pois o ion CN- se torna protonado em pH abaixo de 9,2,
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levando a uma diminuicdo de concentracdo dessa substancia, j que ocorre formacao de acido
cianidrico (HCN), que é volatil.
O experimento com mondxido de carbono foi realizado através de borbulhamento

de CO na solucdo, este proveniente de um cilindro de gas.

Tabela 4 — Valores de potenciais de meia-onda (E12) dos mediadores redox utilizados nos
experimentos eletroquimicos. Os mediadores de A a F foram sintetizados e descritos por
(BERNHARDT, P.V.; CHEN; SHARPE, 2006). O mediador G é de procedéncia Sigma-
Aldrich.

Item Mediadores Ei2 vs EPH (mV)
A) [Co(trans-diammac)]Cls -555

B) [Co(AMMEsar)]Clz -380

C) [Co(AMME-NsS-sar)]Cls -220

D) [Co(CLMEN4S;sar)]Cls -134

E) [Co(NMes)zsar]Cls 10

F) Fe(NOTA) 195

G) Ferrocenometanol 447

Fonte: O autor.

Inicialmente, o eletrodo de trabalho era polarizado em +396 mV vs EPH até que se
observasse 0 maximo da banda atribuida a forma oxidada (DevS - Fe'") em 406 nm. Em
sequida, aplicava-se potencial no sentido de reducdo do sistema para obtencdo da forma
reduzida da proteina (DevS - Fe''). Apos a conversio completa para a forma reduzida, a
aplicacdo de potencial era invertida a fim de checar a reversibilidade do sistema. Os potenciais
foram aplicados, tipicamente, em intervalos de 100, 50 e 25 mV, dependendo, todavia, da
variacdo de absorbancia apresentada nos espectros. Cada potencial aplicado levou, em média,

30 minutos para apresentar um espectro estavel.

3.2.7 Afinidade da proteina DevS ao Imidazol

A medicdo da afinidade da proteina DevS por imidazol foi realizada em condicGes

tais que a proteina se apresentasse nas formas oxidada (férrica) e reduzida (ferrosa, meio
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anaerobico). Dentro da camara anaerobia, uma solucdo estoque concentrada de DevS foi
guimicamente reduzida com um excesso de cerca de 20 vezes em mol de ditionito de sddio. As
aliquotas foram, entéo, retiradas e levadas para a cubeta de quartzo onde os experimentos foram
realizados. Nesta cubeta contendo a proteina numa concentragéo final de 7 pmol L em tampéo
Tris 35 mmol L?, 100 mmol L de NaCl, foram realizados os procedimentos de titulagio
adicionando pequenas aliquotas das solugcbes estoques de imidazol (pH ajustado para 8,0)
armazenadas em meio anaerdbico. Para as medidas em meio aerado, as amostras da proteina
DevsS foram preparadas fora da camara anaerobica, sendo entéo rapidamente oxidadas usando
um excesso de 4 vezes em mol de ferricianeto de potéssio. Em seguida, uma aliquota desta
proteina na forma férrica (met-DevS) foi transferida para uma cubeta e titulada com imidazol

(pH ajustado para 8,0), de forma semelhante ao procedimento realizado dentro da camara.

3.2.8 Potencial estimado da proteina DevS ligada a oxigénio molecular

Checou-se o comportamento eletroquimico da proteina DevS na presenca de
oxigénio com uso de mediadores redox. Infelizmente, ndo foi possivel a realizacdo de medidas
espectroeletroquimicas nesse caso, pois a proteina DevS ligada a O parece experimentar
dissociacdo a medida que potenciais eram aplicados ao sistema. Desta forma, buscou-se avaliar
a oxidacdo direta da proteina oxi-DevS empregando os mediadores nas suas formas oxidadas.
O experimento foi realizado em meio aerébico empregando-se o espectrofotdémetro Cary 5000
UV-Vis-NIR e uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm contendo o0s seguintes
mediadores: ([Co(CLMEN4Szsar)]Cl, [Co(NMes).sar]Cls, Fe(NOTA) e ferrocenometanol) em
concentracédo de 10 uM, DevS 7 uM, tampé&o Tris 35 mM e NaCl 100 mM. Os espectros obtidos
depois da adicdo dos mediadores ndo apresentaram mudancas significativas, mesmo apos 20
min. A proteina DevS foi, também, monitorada sem a adicdo dos mediadores nas mesmas
condigdes a fim de servir de controle negativo. Essas medidas forneceram uma estimativa do

potencial da proteina DevS na presenca de oxigénio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao e Purificacdo da Proteina DevS do Mycobacterium tuberculosis

Ap0s 0s processos de crescimento bacteriano e inducao de expresséo, realizou-se o
rompimento das células, isolamento do citosol e posterior precipitacdo da fracdo solGvel com
sulfato de aménio. Em seguida, empregou-se procedimentos cromatograficos usando coluna de
interacdo hidrofdébica (fenil-Sepharose) e troca anidnica (dietilaminoetil (DEAE)), as quais
foram suficientes para obtencdo da proteina recombinante com elevada razdo de pureza (Rz).
A Figura 7A apresenta a imagem do gel de poliacrilamida em condigdo desnaturante (SDS-
PAGE) ap6s cada uma das Vérias etapas de purificacdo da proteina DevsS, enquanto a Figura
7B apresenta o espectro eletrdnico obtido nas regides do UV-Vis apds a Ultima etapa de

purificacdo (coluna DEAE).

Figura 7 — Perfil de purificacdo da proteina DevS. A) Gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) contendo as fracGes proteicas das diversas etapas de purificacdo da proteina
DevsS. Pocos: 1- fracao soluvel (citosol); 2- precipitado com sulfato de amonio; 3- isolado da
coluna de fenil-Sepharose; 4- isolado da coluna de troca anidnica (DEAE); MW- marcador
molecular padrdo (New England BioLabs). B) Espectro de absorcdo eletrdnica nas regides do

UV-Vis da proteina DevsS ap0s a Ultima etapa de purificagdo (coluna de troca anionica).
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Fonte: O autor.

E possivel observar no poco 1 da Figura 7A que, ap6s o rompimento e centrifugacéo
das células, ha uma grande quantidade de outras proteinas como contaminantes. Na etapa da

precipitagdo com 40% de sulfato de amonio ha uma leve, mas significativa, remocao de parte
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destes contaminantes, como pode ser observado no pogo 2. Isso ocorre devido alguns
contaminantes permanecerem solUveis mesmo na presenca desta concentracao de (NH4)2SOa.
No poco 3, todavia, percebe-se a remocao de grande parte dos contaminantes, processo este que
ocorre apds o uso da coluna com resina de interagdo hidrofébica. A ultima etapa cromatografica
(coluna de troca anidnica) tem o objetivo de refinar o processo de purificagdo da proteina Devs.
De fato, ap0s essa etapa (pogo 4) se observa uma banda nitida préxima a 63 kDa do marcador
molecular indicando a presenca da proteina DevS, cuja massa molecular é 62,24 kDa.

A razdo de pureza (Rz) de uma hemeproteina é calculada através da razdo das
absorbancias em 280 nm, referente aos grupos aromaticos da proteina, e em 400 — 440 nm,
atribuida as transicdes no grupo heme (banda Soret). As amostras de proteina DevS sdo
consideradas satisfatoriamente puras quando o valor de Rz € observado entre 0,5 e 0,7 (SAINI
etal., 2002). Neste trabalho, constatou-se, através da eletroforese em gel de poliacrilamida e do
espectro eletrdnico adquirido nas regides UV-Vis, que a proteina DevS foi obtida com um
elevado grau de pureza, tendo um valor de Rz igual a 0,52. Adicionalmente, a proteina DevS
recém purificada apresentou 0 maximo da banda Soret em 414 nm (Figura 7B), podendo-se
afirmar que o atomo de ferro do grupo heme esta na forma Fe?*, baixo spin e hexacoordenado,
tendo-se oxigénio molecular como sexto ligante na posicdo axial do grupo heme (SOUSA;
TUCKERMAN; GONZALEZ, 2007). A banda Soret e as bandas alfa (o)e beta (B) que
aparecem em 414, 546 e 583 nm, respectivamente, sdo atribuidas as transicdes eletronicas
n—7n* no anel porfirinico do grupo heme. Os valores dessas bandas podem ser alterados
dependendo do estado de oxidacéo e da auséncia ou presenca de ligantes coordenados ao &tomo
de ferro funcionando, assim, como identificador dos estados ligados e ndo ligados (OWENS;
CONNOR, 1988). A relacdo dos comprimentos de onda das bandas Soret da proteina DevS em

diferentes formas obtidas neste estudo encontra-se listada na Tabela 5.
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Tabela 5 — Relacdo das bandas Soret obtidas para a proteina DevS em suas diferentes formas e

atividade quinase correspondente.

DevS AmaxSoret (nm) Atividade Quinase
Fe®*-H,0 (met) 406 Inativa?
Fe?* (deoxi) 429 Ativa?

Fe3- CN- (cianomet) 419 InativaP
Fe®*-imidazol 413 .
Fe?*-imidazol 426 -

Fe3*-NO 408 Inativa®
Fe?*-NO 418 Ativa?
Fe?*-CO (carboxi) 421 Ativa?
Fe?*-O2 (oxi) 414 Inativa®

a) (SOUSA; TUCKERMAN; GONZALEZ, 2007); b) (MADRONA et al., 2016); ¢) (KUMAR et al., 2007).

4.2 Espectroeletroquimica

4.2.1 Influéncia dos Ligantes

A proteina DevS, quando no estado ferroso e na auséncia de ligantes, apresenta-
se pentacoordenada, como descrita na literatura (BASUDHAR et al., 2016). No estado feérrico,
por sua vez, a proteina encontra-se hexacoordenada tendo uma molécula de agua ocupando a
posicdo axial. Este comportamento a difere, por exemplo, da hemeproteina sensora FixL, que
se apresenta pentacoordenada em ambos os estados de oxidagdo. Curiosamente, a proteina
DevS na forma reduzida e sob condicdo anaerdbica, encontra-se enzimaticamente ativa,
enquanto que na sua forma oxidada é inativa. Essa caracteristica também a difere de algumas
proteinas FixL, ex.: BjFixL e ReFixL, as quais sdo enzimaticamente ativas em ambos estados
de oxidacdo (GILLES-GONZALEZ, 2006; SOUSA et al., 2012).

Neste trabalho, inicialmente realizou-se uma titulacdo espectroeletroquimica da
proteina DevS na auséncia de ligantes externos, ja que a mesma encontra-se ativa quando na
forma deoxi (DevS/Fe'") e inativa na forma met (DevS/Fe'"' — H,0). Foi aplicado uma varredura
de potencial de + 296 a— 254 mV vs EPH até a completa reducédo da proteina. Apos sua reducéo,
o sentido de aplicacdo de potencial foi invertido. Cada potencial era aplicado por cerca de 25

minutos, tempo necessario para a observacao de valores constantes de absorbancia. Ao iniciar
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a titulacdo espectroeletroquimica, a proteina DevsS apresentava uma banda Soret com maximo
em 406 nm, atribuido a forma oxidada (DevS/Fe''— H.0). A medida que os potenciais de
reducdo eram aplicados, o processo de reducdo era visualizado pelo deslocamento da banda
Soret de 406 para 429 nm, regido atribuida ao estado deoxi (DevS/Fe''). Durante a titulagéo
oxidativa, verificou-se a diminuicdo de intensidade da banda em 429 nm e o reaparecimento da
banda em 406 nm indicando a reversibilidade do sistema. Os espectros registrados apés a

aplicacdo de cada potencial estdo apresentados na Figura 8.

Figura 8 — Espectros da Proteina DevsS obtidos na titulagdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solucdo tampao tris 35 mmol L/ NaCl 100 mmol L*
(pH 8) contendo proteina DevS 30 pmol L e os mediadores C a G (25 umol L™?). Inset: perfil
da absorbancia (em 406 nm) versus potencial aplicado para a proteina durante as titulacdes

redutiva (m) e oxidativa (e).
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Fonte: O autor.

Empregando-se a lei de Lambert Beer e a Equacédo de Nernst, foi possivel calcular
o0 potencial redox da proteina nessas condi¢ées, Em = +11mV = 1 mV vs EPH. Foi observado,
todavia, uma histerese significativa com diferenca de 89 mV, ja que o potencial de reducgao

(Ered)=—-10 mV e (Eox)= + 79 mV vs EPH, conforme ilustrado na Figura 8 (inset).
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Comparativamente a proteina BjFixL (+67 mV) que apresenta um estado
pentacoordenado (BALLAND, 2006), o valor de En, da proteina DevS, +11 mV (contendo uma
molécula de agua na sexta posi¢do), &€ bem menos positivo. Na proteina FixL, todavia, o grupo
heme esté inserido em um dominio PAS, enquanto na Devs, ele esta em um dominio GAF,
podendo este ser o fator primordial para a diferenca de potencial entre ambas. Comparando
proteinas que apresentam o mesmo tipo de dominio como, por exemplo, as proteinas DevsS e
All4978 que possuem o dominio GAF, observa-se uma grande diferenca nos valores de
potencial redox: +11 e — 449 mV para DevS e All4978 (TANG et al., 2015), respectivamente.
Comparando-se, ainda, a proteina DevS com a proteina ReFixL (Em = +19 mV; HONORIO-
FELICIO et al., 2016), percebe-se que o valor de potencial é bem mais proximo, apesar de
ambas apresentarem dominios significativamente diferentes; GAF para DevS e PAS para
ReFixL. Parece evidente, portanto, que ndo é apenas o tipo de dominio que determina o valor
do potencial redox da proteina, mas, possivelmente, uma combinacéo de fatores, podendo-se
citar: o efeito direto ocasionado pelos ligantes, o enovelamento dos dominios, além das
distor¢des que ocorrem no grupo heme e nas cadeias laterais dos residuos na posicdo distal
(TANG et al., 2015).

O efeito sobre o potencial redox da ligacdo do imidazol a proteina DevS foi
estudado em condic&o de saturagdo (150 mmol L) em meio anaerdbico, aplicando-se potencial
na faixa de +96 a —329 mV vs EPH em sentido redutivo, seguido da aplicacdo em sentido
inverso. Ao se aplicar, inicialmente, um potencial de + 96 mV vs EPH para que a proteina fosse
totalmente oxidada, observou-se a banda Soret com méaximo em 413 nm indicando que se
obteve a forma oxidada (DevS/Fe**- imidazol) ligada ao imidazol. O experimento prosseguiu
com aplicacdo de potenciais no sentido negativo levando a obtencdo da proteina na forma
reduzida ligada ao imidazol (DevS/Fe?*- imidazol). Isso foi constatado pelo desaparecimento
da banda Soret em 413 nm e o surgimento de uma nova banda em 427 nm, além das bandas
alfa e beta, 531 e 560 nm, respectivamente, com perfis tipicos de hemeproteinas bis-
imidazolicas (MOLITOR et al., 2013), conforme ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 — Espectros da Proteina DevsS obtidos na titulagdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solucéo tampao tris 35 mmol L/ NaCl 100 mmol L*
(pH 8) contendo proteina DevS 30 umol L, imidazol 150 mmol L e os mediadores C a G

(25 umol LY). Inset: perfil da absorbancia (em 413 nm) versus potencial aplicado para a
proteina durante as titulacGes redutiva (m) e oxidativa (e).
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Fonte: O autor.

O potencial calculado para a proteina DevS ligada ao imidazol foi bem mais
negativo do que na auséncia de ligantes, Em = —147 mV vs EPH, o que corresponde a um
deslocamento superior a 150 mV devido a coordenacdo. Esperava-se um deslocamento positivo
de potencial redox da proteina, caso fosse levado em consideracdo apenas o tipo de ligante, ou
seja, a molécula de imidazol, por ser classificada como um ligante de campo forte,
comparativamente a agua, induziria uma maior estabilizacdo do centro metélico no estado
reduzido. A observacdo de deslocamento negativo, entretanto, reforca a ideia de que fatores
conformacionais, dentre outros, podem influenciar o processo redox da proteina, tal como ja
reportado na literatura para as proteinas ReFixL (HONORIO-FELICIO et al., 2016),
microperoxidase-8 (MARQUES; CUKROWSKI; VASHI, 2000a), hemoglobina (KRAUS;
WITTENBERG, 1990) e citocromo ¢ (CAl; TIMKOVICH, 1992) quando ligadas a imidazol.

Adicionalmente, o deslocamento negativo de potencial é consistente com a coordenacao
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preferencial do ligante imidazol a proteina no estado oxidado, o que é tipicamente observado
para hemeproteinas. Assim, o grupo imidazolico funcionaria essencialmente como doador
sigma estabilizando estados de oxidacdo mais elevados. Como observado no inset da Figura 9,
constatou-se uma pequena histerese com diferenca de 23 mV, j& que os valores de Ered € Eox
foram calculados em —162 ¢ —139 mV vs EPH, respectivamente.

Em outro experimento, realizou-se medidas espectroeletroquimicas da proteina
DevsS na presenca de cianeto (CN"); outro ligante que, de acordo com a literatura (HONORIO-
FELICIO etal., 2016; MARQUES; CUKROWSKI; VASHI, 2000b), se liga essencialmente na
forma férrica de hemeproteinas. Foi utilizado neste experimento uma solucdo de pH diferente
(9,5), a fim de minimizar a protonacéo do cianeto (pKa = 9,2) e sua diminui¢do de concentracao
por evaporacdo devido a volatilidade da espécie formada, HCN. Iniciou-se a aplicacdo de
potencial em — 204 mV vs EPH, sendo toda a proteina levada a sua forma cianomet (DevS/Fe*—
CN"), como evidenciado pela banda Soret em 419 nm. Ao se aplicar potencial ainda mais
negativo, foi possivel observar que uma parte da proteina perdia o ligante assumindo
caracteristicas da forma reduzida deoxi (DevS/Fe?"), até que toda a titulacdo redutiva se
completasse. Somente no potencial de — 554 mV vs EPH foi possivel manter toda a proteina
DevsS na forma reduzida, como evidenciado pelo deslocamento da banda Soret de 419 para 429
nm, Figura 10, consistente com a forma reduzida da DevS sem ligantes na sexta posi¢cdo de
coordenagdo. S6 entdo, foi iniciada a titulagdo oxidativa com aplicagdo de potencial de —504 a
—204 mV, observando-se o deslocamento da banda Soret de 429 para 419 nm que indica a forma
oxidada ligada ao cianeto, Figura 10. O potencial redox da proteina DevS ligada ao cianeto foi
0 mais negativo dentre os ligantes, Em = —327 mV vs EPH. Constatou-se, nesse experimento,
uma forte histerese com diferenca de 80 mV, ja que os valores de Ered € Eox foram calculados

em —338 ¢ —258 mV vs EPH, respectivamente, podendo ser visualizado no inset da Figura 10.
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Figura 10 — Espectros da Proteina DevS obtidos na titulacdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solucéo tampao tris 35 mmol L/ NaCl 100 mmol L*
(pH 9,5) contendo proteina DevS 30 pumol L™, KCN 4 mmol L e os mediadores A a D (25

umol LY. Inset: perfil da absorbancia (em 419 nm) versus potencial aplicado para a proteina
durante as titulacGes redutiva (m) e oxidativa (e).
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Hondrio et al. (HONORIO-FELICIO et al., 2016), ao estudar a hemeproteina
sensora ReFixL, determinou os valores de potencial redox de +19, —57 ¢ =156 mV vs EPH na
auséncia de ligantes, ligada a imidazol e cianeto, respectivamente. Tendéncia semelhante foi
observada para a proteina DevsS, isto é, deslocamento negativo de potencial com respeito a
forma reduzida néo ligada (+11 mV) para —147 e —327 mV, quando ligada a imidazol e cianeto,
respectivamente. Curiosamente, para a proteina DevS observou-se um deslocamento de
potencial ainda maior, comparativamente a proteina ReFixL, sendo que a ligacdo ao cianeto
resultou em uma diferenca de 340 mV.

Com o objetivo de determinar o potencial redox da proteina DevS contendo ligante
que promova a forma ativa, realizou-se a titulacao espectroeletroquimica desta proteina em uma
solucdo tampao saturada de CO. Inicialmente, aplicou-se um potencial de -104 mV vs EPH por
cerca de 30 minutos obtendo, desta maneira, a proteina em sua forma totalmente reduzida e

ligada a CO (DevS/Fe?*— CO), cuja banda Soret encontra-se em 421 nm, Figura 11. Em seguida,
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realizou-se a titulacdo no sentido oxidativo aplicando potencial de - 104 a +396 mV vs EPH
com incrementos de potencial de 50 e 100 mV. Apé6s a obtencdo da forma met-DevS
(DevS/Fe**— H;0), constatada pelo deslocamento da banda Soret para 406 nm, foi iniciada a
titulacdo no sentido redutivo, utilizando os mesmos incrementos de potenciais da titulacéo
oxidativa. A Figura 11 apresenta os espectros das titulacdes redutiva e oxidativa da proteina
DevS na presenca de CO e seu inset exibe o perfil de absorbancia vs potencial aplicado em

ambas as titulacGes.

Figura 11 — Espectros da Proteina DevS obtidos na titulacdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solugéo tampéo tris 35 mmol L™/ NaCl 100 mmol L*
(pH 8) contendo proteina DevS 30 umol L em solugéo saturada de CO (0,93 mmol L) e os
mediadores D a G (25 umol L™). Inset: perfil da absorbancia (em 421 nm) versus potencial

aplicado para a proteina durante as titulagdes redutiva (m) e oxidativa (e).
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Fonte: O autor.

Os dados de titulacdo espectroelectroquimica foram tratados como descrito na
Equacdo 8 e resultaram em um potencial redox de +96 mV, ou seja, houve um aumento de 85

mV se comparada com o potencial obtido da DevS na auséncia de ligantes. O sistema
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praticamente ndo apresentou histerese, com diferenga de 6 mV entre os potenciais, Ereq = 98
mV vs Eox = 104 mV. O potencial elevado, no entanto, é consistente com a forte caracteristica
n-receptora do ligante CO, o qual participa de maneira eficiente em interacdes de retro-doacao.
Curiosamente, esse comportamento foi bastante diferente daquele reportado para a proteina
ReFixL, em que o potencial calculado para a forma ReFixL-CO ndo apresentou variacao
significativa em comparacdo com a proteina ndo ligada (19 e 21 mV para ReFixL e ReFixL-
CO, respectivamente) (HONORIO-FELICIO et al., 2016). A grande diferenca de potencial
observada entre as proteinas DevS e FixL deve-se, provavelmente, aos diferentes efeitos
dominantes em ambos 0s sistemas. Para a proteina DevsS, os efeitos eletrdnicos dos ligantes
(tipo de ligacdo quimica) parecem dominar a tendéncia dos potenciais redox calculados. Ja para
a proteina ReFixL, os efeitos conformacionais prevalecem sobre as interacfes
quimicas.Adicionalmente, a maior afinidade da proteina DevS por CO, comparativamente a
proteina ReFixL, pode, também, justificar as observagdes experimentais comentadas acima
(DevS-CO Kg =36 nmol L) (SOUSA; TUCKERMAN; GONZALEZ, 2007); ReFixL-CO, Kgq
= 8 umol L*;(SOUSA et al., 2013).

Por saber que o Mycobacterium tuberculosis pode sobreviver a exposi¢do ao gas
NO, condicdo esta que ocorreria dentro do hospedeiro, macréfago. Foram realizadas medidas
espectroeletroquimicas da proteina DevS na presenca de 0xido nitrico (NO). De acordo com a
literatura, a proteina mantém a atividade quinase ao se ligar a NO em sua forma reduzida
(DevS/Fe?*— NO), mas se torna inativa ao se ligar a NO no estado oxidado (DevS/Fe®'—
NO)(YUKL et al., 2011). Foi utilizado o composto (NONOate) como fonte de NO a fim de
manter um nivel de NO em excesso durante o tempo de medida, evitando a necessidade de
grandes adicdes de NO gasoso, cuja producdo e emprego nesses experimentos seria bem mais
laboroso. Aplicou-se um potencial inicial de -96 mV vs EPH para reduzir totalmente a proteina
e permitindo, assim, sua ligacdo a NO, como evidenciado pela banda Soret em 418 nm. A partir
deste valor de potencial, iniciou-se a titulagdo oxidativa, utilizando uma faixa de potencial de -
96 a 596 mV, com incrementos de potencial de 50 e 100 mV. No potencial de 596 mV, foi
possivel manter toda a proteina em seu estado oxidado ligado ao NO, como evidenciado pelo
deslocamento da banda Soret de 418 para 408 nm. Em seguida, a titulagdo prosseguiu no sentido
redutivo utilizando a mesma faixa de potencial da titulagdo oxidativa. Foi observado o
deslocamento da banda Soret de 408 para 418 nm, indicando a reversibilidade dos processos

que estdo representados na Figura 12, juntamente com perfil de absorbancia vs potencial (inset).
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Figura 12 — Espectros da Proteina DevS obtidos na titulacdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solucéo tampao tris 35 mmol L/ NaCl 100 mmol L*
(pH 8) contendo proteina DevS 25 umol L?, em solugdo aquosa de DEANONOate (500 pmol
L) e os mediadores D a G (20 umol LY). Inset: perfil da absorbancia (em 418 nm) versus

potencial aplicado para a proteina durante as titulagdes redutiva (m) e oxidativa (e).
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Fonte: O autor.

O potencial redox da proteina DevS ligada ao NO foi o mais positivo entre todos 0s
experimentos realizados, Em = 392 mV vs EPH. Constatou-se uma histerese significativa com
diferenca de 62 mV, ja que o potencias de reducdo e oxidacdo foram medidos em 364 e 426
mV vs EPH, conforme ilustrado no inset da Figura 12.

Como foi relatado, a proteina DevS mantém-se ativa, ou seja, experimenta
autofosforilacdo e subsequentemente transfere o grupo fosforil para a proteina DevR quando
encontra-se nas formas Fe?*, Fe?*—CO e Fe**—NO, enquanto ¢ inativa nas formas Fe** e
Fe?*—0,. A partir de estruturas cristalograficas da proteina DevS (MADRONA et al., 2016),
sugere-se que o dominio GAF, que contém o grupo heme, estad em equilibrio dindmico entre os
estados ativos e inativos. Acredita-se que um dos fatores para este comportamento estd

relacionado com o aminoacido glutamato 87 (E87) localizado proximo a cavidade do grupo
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heme. Considera-se que este aminoacido atua como um modulador do equilibrio influenciando
a atividade catalitica, dependendo da molécula que esta ligada ao &tomo de ferro do grupo heme
(MADRONA et al., 2016), como apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Mudanca na posicao do glutamato nas formas ativa e inativa da proteina DevS. A)
Sobreposicéo das formas Fe* (cinza) e Fe?* (azul); B) Sobreposicéo das formas Fe?*—CO

(amarela) e Fe?* (azul) e C) Sobreposicéo das formas Fe?* —NO (rosa) e Fe?* (azul).
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Fonte: Referéncia (MADRONA et al., 2016).

Vale ressaltar, ainda, que o residuo tirosina 171 estd inserido em uma rede de
ligacdo de hidrogénio que se forma a partir de uma molécula de H>O ligada a proteina DevS
oxidada na superficie do dominio GAF através de intera¢cbes com os residuos glutamato 87 e
histidina 89 (MADRONA et al., 2016). Quando a proteina é reduzida, essa rede de ligagdo de
hidrogénio é desfeita, como representada na Figura 13. Assim, a proteina passa de um estado
inativo (Fe**—H,0) para um estado ativo (Fe?*, Fe?—CO e Fe**—NO). Para a proteina
ReFixL, foi observada uma relagéo entre o potencial redox e sua atividade quinase, sendo que
a mesma apresenta potenciais positivos em suas formas ativas e potenciais negativos em suas
formas inativas (HONORIO-FELICIO et al., 2016). A proteina DevS, por sua vez, apresenta
um comportamento eletroquimico dependente apenas da natureza dos ligantes, sendo
consistente com o tipo de interagcdo quimica e independente do efeito de ativagao ou inativacao
gue estes possam induzir. Esse fendbmeno, todavia, deve ser analisado com cuidado, pois o Unico
ligante que deve ter um papel diferencial € o oxigénio, uma vez que todos 0s outros somente
mantém a atividade enzimatica do estado ao qual se ligam. A esclarecer, os ligantes que

interagem com a forma férrica, que ja ¢ inativa, vao continuar se mostrando inativos, tal como
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CN-, NO e, possivelmente, imidazol. Aqueles que se ligam a forma ferrosa, que é ativa, mantem
essa atividade tal como CO e NO. Dessa forma, somente oxigénio molecular é, efetivamente, a
espécie que altera o padrdo de atividade da proteina, uma vez que se liga a forma ferrosa, ativa,
provocando sua inativagdo. Assim, o efeito eletronico esperado para o oxigénio, que se liga
somente na forma ferrosa, seria de estabilizar este estado promovendo retro-doacdo e,
consequentemente, aumentando o potencial redox, Tabela 6. No caso da FixL, essa expectativa
ndo foi confirmada e, na verdade, houve deslocamento pra regifes negativas, seguindo a

tendéncia dos estados inativos.

Tabela 6 — Potenciais do ponto médio (Em) calculados para a proteina DevS na presenca de

diferentes ligantes.

Devs Potencial Redox (Em), mV
vs EPH
CN- - 327
Imidazol - 147
H.0 +11
02 entre 10 e 195
CcoO + 96
NO + 392

Fonte: O autor.

4.2.2 Efeito da Forca I6nica

A concentracdo salina no meio onde se encontram as moléculas de uma dada
proteina pode contribuir para uma atracdo ou repulsdo entre as mesmas, bem como de suas
subunidades, provavelmente devido a variagdo na distribuicdo de cargas superficiais
(DUMETZ, A.C.; BRIEN, AM.S.; KALER; LENHOFF, 2007).

Neste trabalho, foi estudado o efeito da concentragdo salina sobre o potencial redox
da proteina DevS na auséncia de ligantes. Inicialmente, realizou-se a titulacdo
espectroeletroquimica em solugéo contendo NaCl 100 mmol L™, espectros estes ja apresentados

na Figura 8.
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As medidas espectroeletroquimicas obtidas para a proteina DevS em solucédo
contendo NaCl 200 mmol L foram realizadas na faixa de potencial de +396 a —204 mV,
iniciando em +396 mV no sentido redutivo. A banda observada em 406 nm no inicio da
titulagdo indica a forma oxidada da proteina (DevS/Fe**— H,0). Conforme ilustrado na Figura
14, & medida em que potenciais mais negativos eram aplicados, observou-se a diminuigéo de
intensidade desta banda e o surgimento da banda com méaximo em 429 nm, caracteristica da
proteina na forma reduzida (DevS/Fe?*). A reversibilidade do sistema foi constatada com o
desaparecimento da banda em 429 nm e o surgimento da banda em 406 nm, ou seja, a forma
oxidada foi recuperada em +396 mV apds completa reducdo da proteina em —204 mV. O
potencial calculado para a proteina DevS nessas condicdes, Em = + 45 mV, foi mais positivo,
comparativamente aquele calculado em solugdo 100 mmol L de NaCl, Em = + 11 mV.
Adicionalmente, nesta condi¢do néo foi observada ocorréncia significativa de histerese, como
se pode verificar no inset da Figura 14A. A diferenca de potencial da espécie oxidada nas
titulacGes redutiva e oxidativa é de apenas 9 mV, com valores de Erq € Eox calculados em +38

e +47 mV, respectivamente.

Figura 14 — A) Espectros da Proteina DevsS obtidos na titulagdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solucéo tampao tris 35 mmol L/ NaCl 200 mmol L*
(pH 8) contendo proteina DevS 30 pmol L e os mediadores C a G (25 umol L™?). Inset: perfil
da absorbancia (em 406 nm) versus potencial aplicado para a proteina durante as titulacdes
redutiva (m) e oxidativa (e). B) Espectros de absorgéo eletrénica nas regides do UV-Vis da
proteina Devs totalmente oxidada (vermelho) e totalmente reduzida (preto).
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A titulacdo espectroeletroquimica em solucéo tampéo contendo NaCl 500 mmol L
! se deu de forma semelhante a anterior, sendo que foi iniciada em +446 mV onde a proteina
encontrava-se na forma totalmente oxidada, como pode ser visto através da banda Soret em 406
nm na Figura 15. A finalizag&o da titulagdo deu-se em —254 mV, apos aplicacBes sucessivas de
potencial no sentido redutivo, sendo que o equilibrio aparente entre as espécies (DevS/Fe3'—
H,0) e (DevS/Fe?") foi atingido em cada potencial aplicado. A obtengio da forma reduzida da

proteina foi constatada com o surgimento da banda em 429 nm.

Figura 15 — A) Espectros da Proteina DevsS obtidos na titulagdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solucédo tampao tris 35 mmol L/ NaCl 500 mmol L*
(pH 8) contendo proteina DevS 30 pmol L e os mediadores C a G (25 umol L™?). Inset: perfil
da absorbancia (em 406 nm) versus potencial aplicado para a proteina durante as titulagdes
redutiva (m) e oxidativa (e). B) Espectros de absor¢éo eletrénica nas regides do UV-Vis da

proteina DevsS totalmente oxidada (vermelho) e totalmente reduzida (preto).
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Fonte: O autor.

O potencial redox calculado para a proteina DevS nessas condi¢des, foi de +159.
Neste experimento foi observado uma histerese significativa, como ilustrado no inset da Figura
15. A diferenca de potencial entre as titulagdes redutiva e oxidativa foi de 187 mV, com valores
de Ered € Eox calculados em —38 e +150 mV, respectivamente. As diferentes concentragoes de

NaCl foram transformadas para forca i6nica através da Equacdo 16, desta forma percebeu-se
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que o aumento da forga iénica induz um deslocamento positivo do potencial redox da proteina
Devs, podendo ser observado atraves da Figura 16. Os valores passaram de +11 para +45 e

+159 mV, quando a forca idnica passou de 100 para 200 e 500 mmol L%, respectivamente.
Figura 16 — Grafico de Em vs Forca 16nica (1) mostrando a dependéncia do potencial do ponto

médio com a salinidade do meio.
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Fonte: O autor.

A estabilidade das proteinas é, geralmente, afetada por sais. Variacdes nas
concentracfes de NaCl, por exemplo, afetam sua estabilidade por modificar a forca idnica da
solucdo, resultando em fortes interagdes coulombianas na superficie das proteinas (DOMINY,
B.N.; PERL, D.; SCHMID, F.X.; BROOKS, 2002). Comportamento semelhante foi observado
para a hemeproteina citocromo c-552, ou seja, deslocamento positivo de potencial com o
aumento da forca i6nica do meio, ha um aumento em seu potencial redox, resultados obtidos
em pH superior ao ponto isoelétrico da proteina (GOLDKORN; SCHEJTER, 1976). Para a
proteina estreptavidina, foi relatado um deslocamento positivo de potencial com o aumento da
forca ibnica em solucBes cujos valores de pH encontram-se acima do ponto isoelétrico (pl) da
proteina. Quando pH < pl, os autores observaram uma inversao na tendéncia, ou seja, um

deslocamento negativo de potencial com o aumento da concentragdo salina (AZZARONI, O;
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YAMEEN, B.; KNOLL, 2008). No caso da proteina DevS, em solucdo de pH 8, houve um
deslocamento positivo de potencial com a elevacdo da forca ibnica. Sabendo que o valor de pl
da proteina DevsS é de 4,91, ou seja, menor que o pH do meio, esse resultado é consistente com
os dados relatados na literatura para sistemas similares (AZZARONI, O.; YAMEEN, B,
KNOLL, 2008).

4.2.3 Efeito do pH

Realizou-se um estudo complementar com o intuito de avaliar a dependéncia do
potencial redox da proteina DevS na auséncia de ligantes com o pH do meio, variando-se de 6
a 10. Tentativas foram realizadas, também, em solucdo de pH 5, mas ndo foram bem-sucedidas.
A proteina experimenta desnaturacao, provavelmente por este valor ser préximo ao seu ponto
isoelétrico (4,91). O papel do pH do meio na estabilidade de proteinas é bastante evidente,
devido ao efeito causado sobre a protonacdo de aminoacidos carregados, nos grupos carboxilato
e amino terminais e na superficie (DUMETZ et al., 2008).

Nos experimentos realizados em solugdes de diferentes pH, seguiu-se 0 seguinte
procedimento: aplicagdo inicial de potencial para oxidar totalmente a proteina, (DevS/Fe'' —
H>0), cerca de 346 mV, sendo o estado oxidado evidenciado pela banda Soret em 406 nm.
Logo em seguida, a titulacdo espectroeletroquimica redutiva era iniciada, variando-se o
potencial da regido positiva para negativa até — 204 mV, onde a forma totalmente reduzida
(DevS/Fe'") era evidenciada através da observagdo da banda Soret em 429 nm. Posteriormente,
era iniciada a titulacdo oxidativa, cobrindo a mesma faixa de potencial, porém em sentido
inverso. O deslocamento da banda Soret de 429 para 406 nm indicou a a forma oxidada da

proteina ligada a molécula de agua, representada na Figura 17.
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Figura 17 — Espectros da Proteina DevsS obtidos na titulacdo espectroeletroquimica nos
sentidos redutivo e oxidativo de uma solucéo tampao tris 35 mmol L/ NaCl 100 mmol L*
contendo proteina DevS 30 pmol L e os mediadores C a G (25 umol L) em pH: A) 6; B) 7;
C) 9 e D) 10. Inset: perfil da absorbéancia (em 406 nm) versus potencial aplicado para a
proteina durante as titulacGes redutiva (m) e oxidativa (e).
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Fonte: O autor.

Para as solugbes de pH 6 e 7, os potenciais foram calculados em 131 e 100 mV
respectivamente. Comparando esses valores com aquele calculado em solugéo de pH 8 (+11
mV), Figura 8, percebe-se um deslocamento positivo consideravel nos valores de potencial.
Acima de pH 8, todavia, os valores de potencial ndo apresentam variacao significativa: +11 e

+4 mV em solugGes de pH 9 e 10, respectivamente.
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Os residuos aminoacidos em proteinas podem exibir valores de pKa bastante
distintos se comparados aos aminoacidos livres devido ao microambiente bastante variavel
criado pelas proteinas (HARMS et al., 2009). A cadeia lateral da lisina, por exemplo, pode ter
uma reducéo do valor de pKa em mais de 5 unidades de pH, dependendo do microambiente em
que ela se encontra (ISOM et al., 2011). De fato, a literatura relata uma tendéncia de mudanca
de pKa uma vez que os residuos sd@o encontrados em microambientes menos polares ou
polarizaveis. Assim, quando no microambiente de uma proteina, aminoacidos que contém
grupos acidos e basicos apresentam variagdes crescentes e decrescentes de valores de pKa,
respectivamente, comparativamente as suas formas livres. (HARMS et al., 2009) (ISOM et al.,
2011). Essas variacdes de pKa permitem que os grupos &cido-base permanecam ainda neutros
nesses microambientes. Além disso, as hemeproteinas hospedam um importante grupo extra
acido-base: os propionatos da porfirina do grupo heme. Estes grupos propionatos também
apresentam uma vasta gama de valores de pKa, podendo variar de 8,6 para 3,0 (CAI,
TIMKOVICH, 1992)(KRAUS; WITTENBERG, 1990). A proteina DevS tem seu grupo heme
inserido em uma regido bastante hidrofobica e encontra-se voltado para a posi¢do proximal lle-
103, lle-111, Phe-145, Pro-146 e Met-152. Na sua posic¢éo distal, encontram-se os residuos Ala-
85, Phe-98, lle-121, Leu-114, Pro-115, Phe-155 e Tyr-171. Com respeito, particularmente aos
fragmentos propionatos do grupo heme, um deles participa da ligacdo de hidrogénio que
envolve a amida da cadeia principal de Lys-116, Gly-117 e Leu-118, enquanto o outro participa
da ligacdo com o fragmento amida da Val-120 e hidroxila da Ser-142 (CHO et al., 2009). O
equilibrio &cido-base de agua-hidroxila pode ser desconsiderado nesse estudo, visto que nao
foram observadas alteragdes nos espectros eletronicos da proteina DevS em solugdes de pH 6
a 10. Por outro lado, a nitida dependéncia do potencial com o pH do meio, perfil sigmoidal
observado na Figura 18, indica um equilibrio acido-base cujo valor de pKa foi calculado em
7,3. Esse equilibrio, no entanto, parece envolver um fragmento muito préximo ao grupo heme,
visto que implica em mudancas nos valores de potencial do atomo de ferro. Na verdade, €
bastante provavel que este valor de pKa seja devido aos fragmentos propionatos do grupo heme.
Valores proximos foram reportados para outras hemeproteinas, podendo-se citar: cyt c-551 (P.
aeruginosa) (pKa =7,2) e Mb (Aplysia) (pKa = 8,6)(CAI; TIMKOVICH, 1992) (BRUNORI et
al., 1968).
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Figura 18 — Perfil do potencial de meia onda da proteina DevS versus pH do meio.
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Fonte: O autor.

4.3 Afinidade da proteina DevS a Imidazol

Durante a titulagdo espectroeletroquimica da DevS na presenga de imidazol,
observou-se que, em condi¢des redutoras, a proteina apresentou um espectro eletrébnico com a
banda Soret, e as bandas a e f em 426, 530 e 560 nm, respectivamente, visualizada na Figura
9. Esse espectro € bastante distinto daquele obtido para a forma deoxi-DevS (Soret em 429 nm
e uma banda Q larga em 558 nm), Figura 8. As bandas o e B apresentaram, ainda,uma inversao
de intensidade relativa, sendo a banda o mais intensa que a B, sugerindo 0 estado ligado mesmo
no estado ferroso. Tal comportamento é bastante incomum, sendo raramente descrito para
hemeproteinas (MOLITOR et al., 2013).Com o objetivo de validar esse resultado, a titulacdo
com imidazol, Figura 19A, foi realizada usando a proteina no estado deoxi-DevS (Fell)
preparada quimicamente dentro de uma c&mara anaerobia. Inicialmente, foi registrado o
espectro eletrénico da solugdo contendo somente a proteina na sua forma deoxi, Soret em 430
nm (curva preta na Figura 19A). Em seguida, foram adicionadas aliquotas de imidazol em
concentragdes crescentes, de 0,05 a 200 mmol L2, No limite superior de concentragdo, observa-

se a banda Soret em 427 nm e bandas a ¢ f nas mesmas regides daquelas observadas durante a
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titulagdo espectroeletroquimica (Figura 9). A partir dos espectros ilustrados na Figura 19A, e
usando a Equacdo 14 (um unico sitio de coordenacdo) a constante termodindmica de
dissociagao foi calculada, Kq = 112 x 10+ 6 (R? = 0,97).

De forma anéloga, realizou-se a titulagdo quimica da proteina DevS na sua forma
oxidada com imidazol. Nesse caso, a forma oxidada da proteina foi obtida utilizando-se
hexacianoferrato(lll) como agente oxidante, Figura 19B. Similarmente, registrou-se
inicialmente o espectro da proteina em sua forma oxidada na auséncia de imidazol, banda Soret
em 406 nm (curva preta na Figura 19B). Posteriormente, iniciou-se a titulagdo adicionando
aliquotas de solugdes de imidazol até valores constantes de absorbancia. Nesse instante do
experimento, a banda Soret foi observada em 413 nm com perfil atribuido a hemeproteinas
coordenadas a imidazol na forma férrica. A constante de dissociacédo foi calculada em 0,300 x

10 + 0,018 (R2= 0,98).

Figura 19 — Espectros da Proteina DevS obtidos nas titulacGes quimica da proteina DevS na
presenca de imidazol em suas formas: A) reduzida e B) oxidada. Inset: Curvas de titulacdes
de absorbancia em 431 nm (A) e 408 nm (B) vs concentracao de imidazol utilizada.
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Fonte: O autor.

Utilizando os valores de constante de dissociacdo quimica nos dois estados de
oxidacédo, é possivel estimar o valor do potencial redox da proteina, de acordo com a Equacéo

15. (BERRY etal., 2007). O valor do En calculado obtido pela titulagdo quimica para a proteina
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DevS ligada a imidazol foi de -143 mV, o que é muito préximo ao valor medido

experimentalmente através da titulacdo espectroeletroquimica (Em = -147 mV).

4.4 DevS na Presencga de Oxigénio

As tentativas de medicdo do potencial eletroquimico da oxi-DevS foram
infrutiferas. A medida que eram aplicados potenciais redutivos, os espectros da proteina na
forma oxi-DevS passavam a apresentar o perfil tipico da forma deoxi-DevS. Sugere-se que esse
resultado deve-se a reducdo eletroquimica do oxigénio molecular durante o processo de
titulagdo redutiva. Dessa forma, foi possivel apenas estimar uma faixa de potencial para a
proteina oxi-DevS usando, para isso, 0s mediadores redox que se encontram na forma oxidada.
Inicialmente, foram utilizados os seguintes mediadores: [Co(CLMEN4S;sar)]Clsz: -134 mV,
[Co(NMes)sar]Cls: 10 mV, Fe(NOTA): 195 mV e ferrocenometanol: 447 mV (mediadores D
a G, respectivamente). Percebeu-se que a proteina permanecia ligada a O e na forma reduzida,
mesmo na presenca dos mediadores D (-134 mV) e E (+10 mV). Ja na presenca do mediador F
(195 mV), observou-se o inicio do processo de oxidacdo. A utilizagdo do mediador G (447 mV)
tornou esse processo mais evidente. Assim, um novo experimento foi realizado estreitando a
faixa de potencial utilizando-se apenas os mediadores E (+10 mV) e F (195 mV). A proteina na
presenca do mediador E permaneceu reduzida e ligada a oxigénio molecular (DevS/Fe?" — Oy),
Figura 20, com banda Soret em 413 nm e alfa e betas tipicas desta forma. Ressalte-se que a
auséncia de oxidacgéo indica que o potencial de reducédo da proteina oxi-DevS deve ser, portanto,
maior que o potencial do mediador eletroquimico utilizado, ou seja, superior a 10 mV. Por outro
lado, a proteina oxi-DevS na presenca do mediador F (195 mV) experimentou oxidagdo indo a
forma met-DevS, conforme indicado pelo deslocamento da banda Soret para 409 nm, em
conjunto com alteracdo das bandas Q observadas em 442 e 577 nm, Figura 19. Percebe-se,
dessa maneira, que a proteina oxi-DevS na presenca do mediador F (195 mV) é completamente
oxidada, ou seja, seu potencial redox deve se encontrar abaixo deste valor, possivelmente entre
10 e 195 mV.
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Figura 20 — Espectros de absorcdo eletrénica nas regides do UV-Vis da proteina DevS na
auséncia de ligantes (vermelho) e presenca dos mediadores: E (10 mV) por 20 min (azul
claro), F (195 mV) por 20 min (preto) e durante 1 h (rosa). Inset: amplificacdo dos espectros
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Fonte: O autor.

Além destas observagdes, convém mencionar que as células dispdem de ambientes
bastante redutores. O potencial redox mitocondrial, por exemplo, fica em torno de — 360 mV
(HANSON et al., 2004), enquanto o potencial no citosol de eucariotos é de ~ — 265 mV
(LOPEZ-MIRABAL; WINTHER, 2008).

O potencial redox da proteina DevS é bastante elevado com relagdo aqueles
reportados nos ambientes intracelulares; Em = +10 mV na auséncia de ligantes externos e ~195
mV quando ligada a O». Esses valores sdo consistentes com uma hemeproteina que deve se
manter reduzida em meio bioldgico em sua forma deoxi (DevS/Fe?*) ou oxi (DevS/Fe?* — Oy),
uma vez que o potencial redox do Mycobacterium tuberculosis dentro do macréfago ativado
apresenta um valor entre — 275 e — 240 mV (BHASKAR, A.; CHAWLA, M.; MEHTA,
PARIKH; KUMAR, 2014). Considerando-se que grandes quantidades de imidazol, CO, ou
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mesmo NO, ndo sdo consistentes com a condi¢éo fisiologica, estas formas servem apenas para
estudos bioguimicos e ndo devem representar condigéo fisioldgica dentro da célula.

A proposta de alguns grupos de que a proteina DevS possa funcionar como sensor
redox (KUMAR et al., 2007) é, dessa forma, termodinamicamente insustentavel. O mais
provavel é que essa proteina atue como sensor especifico para oxigénio. Na verdade, ha poucos
exemplos de sistemas de hemeproteinas sensoras que responderiam ao potencial redox, nesses
casos 0s potenciais destas proteinas se mostram extremamente negativos, como por exemplo
das seguintes hemeproteinas: RrCooA, All4978, GSU935 e GSU582, cujos potenciais redox
foram de 290 mV, 449 mV, -251 mV e -156 mV, respectivamente. (NAKAJIMA et al., 2001,
TANG etal., 2015; POKKULURI et al., 2008). Ainda assim, mesmo diante de valores elevados
de potenciais, ha aqueles que sugerem a fungdo de sensor redox, como é o caso da proteina
MA4561. A Tabela 7 relaciona algumas hemeproteinas com seus respectivos potenciais redox

e as atribuicdes como sensor redox ou de oxigénio.

Tabela 7 — Potenciais do ponto médio (Em em mV vs EPH) para algumas hemeproteinas.

Em, mV vs Tipo de ]
Hemeproteinas Referéncia
EPH Sensor
Heme — GAF
DevsS (full length) +11
+CO + 96
+ NO + 392 (o)) Este trabalho
+ CN- - 327
+ imidazol - 147
MA4561 -85 Redox (MOLITOR et al., 2013)
All4978 - 449 Redox (TANG et al., 2015)
Heme — PAS
ReFixL +19
+CO +21 ;
(HONORIO-FELICIO et al.,
+ O -51 o7
2016)
+ CN- - 156
+ imidazol -57

BjFixL + 68 02 (BALLAND, 2006)
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DosP (EcDOS) + 67 02 (SASAKURA et al., 2002)
NPAS2 -115 CoO (EFIMOV et al., 2014)
CLOCK -111 CoO (EFIMOV et al., 2014)

sGC (Manduca sexta) +234 NO (FRITZ etal., 2011)
sGC bovine + 187 NO (MAKINO et al., 2011)
Tt H-NOX + 167 NO (OLEA et al., 2008)
DosC (YddV) -22 02 (KITANISHI et al., 2010)
Ch-CooA +190 Co (INAGAKI et al., 2005)
Rr-CooA -290 Redox (NAKAJIMA et al., 2001)
GSU582 - 156 Redox (POKKULURI et al., 2008)
GSU935 -251 Redox (POKKULURI et al., 2008)

Nitroforina NP1 - 303
+ NO + 127 (DING et al., 1999)
+ imidazol - 361 (BERRY et al., 2004)
+ histamina - 403
Mioglobina (cavalo) + 46 (KING; HAWKRIDGE;
+CN- - 385 HOFFMAN, 1992)
Citocromo P450 CYP2C9 -41
+CO +8 - (JOHNSON et al., 2005)
+ 0 +9
Microperoxidase-8 - 139
(MARQUES; CUKROWSKI,
+CN- -176 -
o VASHI, 2000)
+ imidazol -203
PSM - 283
- (COWLEY et al., 2006)
+CO 0

Fonte: O autor.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, ilustramos o emprego da técnica de espectroeletroquimica, sendo
possivel calcular o potencial redox da proteina DevS em diferentes condicdes. Estes resultados
nos levaram a perceber que ha uma dependéncia do potencial redox da proteina com a natureza
das moléculas ligadas ao grupo heme, além de outros fatores, como o enovelamento dos
dominios que compdem a proteina, as distor¢cdes que ocorrem no grupo heme e nas cadeias
laterais dos residuos nas posi¢@es proximas a ele. Aparentemente, ndo ha uma conexao entre o
potencial redox da proteina e sua atividade histidina quinase, tal como foi mostrada para a
proteina ReFixL, uma vez que o ligante chave, oxigénio, que desativa a proteina, ndo segue
mesmo comportamento de outro ligantes que também blogueiam essa atividade, como cianeto.
Na verdade, oxigénio deve provocar um aumento de potencial, encontrando-se na proximidade
ao dos ligantes que mantem a atividade enzimética, como CO e NO. A auséncia de
significativas alteragbes no microambiente do grupo heme da DevS em condicdes ativas e
inativas, uma diferenca marcante com respeito a FixL, devem justificar em parte esse
comportamento. Adicionalmente, o meio também interfere no potencial redox, como foi
observado no estudo da proteina DevS nas diferentes concentragdes salinas e pHs.

Em resumo, podemos concluir que ha fortes evidéncias, através desse estudo, que
a proteina DevS ndo se comporta como sensor redox, ja que a mesma apresenta um potencial
de +11 mV vs EPH na auséncia de ligantes. Esse valor é bastante diferente do encontrado no
meio celular micobacteriano (~—-270 mV vs EPH), ambiente este que a proteina deve se manter
em sua forma reduzida. As proteinas que sdo consideradas sensores redox, apresentam um
potencial bastante negativo e proximos ao potencial citosélico bacteriano de forma a poderem
responder a suas pequenas flutuagdes, o que ndo é o caso da DevS. Desta forma, o DevS deve
ser um sensor direto de oxigénio no Mycobacterium tuberculosis, tal como seu sensor ortélogo
DosT.
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