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...4 razdo cardeal de toda superioridade humana é sem duvida a vontade. O poder
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RESUMO

Este trabalho apresenta os resultados de expressao, purificacao e espectroeletroquimica obtidos
para a hemeproteina sensora FixL do organismo Rhizobium etli (ReFixL). Além disso, os dados
de espectroeletroquimica permitiram a correlacdo entre os valores de potenciais da reacao redox
do centro metélico de Fe presente no grupo heme com a atividade quinase da proteina ReFixL.
A proteina ReFixL, expressa e purificada em sua forma met-ReFixL(Fe'"), apresenta valor de
massa aproximada de 70 kDa (ReFixL). Os valores dos potenciais redox das proteinas em
estudo foram determinados por titulagdo espectroeletroquimica em solucéo tampéo (pH 8 ou
9,5) contendo mediadores redox que permitiram uma variacdo de potencial de —500 a + 500
mV vs ENH. Tais experimentos foram realizados para a proteina livres de coordenacgdo e
quando ligada (coordenacdo ao 4&tomo de Fe do grupo heme) as moléculas de oxigénio (Oz),
monoxido de carbono (CO), cianeto (CN-) e imidazol; todas relevantes no processo de
ativacdo/inativacao da atividade quinase da proteina ReFixL. Os perfis espectroscépicos da
proteina ReFixL indicam que esta se ligaa CO e Oz em seu estado reduzido e a imidazol e CN~
no seu estado oxidado, sendo observados, respectivamente, os seguintes valores de potencial:
+21, -51, -57 e —156 mV vs ENH. A desativacdo da atividade quinase da proteina ReFixL é
observada quando da ligacdo com as moléculas de O, imidazol e CN™, cujos processos redox
apresentam valores negativos de potencial. O deslocamento negativo de potencial em relacdo a
proteina no estado reduzido e ndo ligado (deoxi-ReFixL; +19 mV vs ENH) indica que as
mudancas conformacionais induzidas pelos ligantes afeta o potencial de reducdo de forma mais
significativa que o carater doador ou receptor de densidade eletrnica dos ligantes. Os valores
de potencial observados para a proteina ligada ao ligante O2 ndo corresponde ao esperado
baseado na termodindmica da reacdo, uma vez que se esperava um deslocamento positivo de
potencial para ligantes que se ligam ao estado reduzido da proteina. Os resultados sugerem que
as mudancas conformacionais que seguem devido a inativacdo da atividade quinase quando a
proteina se liga a Oz, tem um efeito no ambiente do grupo heme que de alguma forma
desestabiliza o estado reduzido da proteina, contrabaleanceando a estabilizagdo normalmente

causada por um ligante ao estado reduzido.

Palavras-chave: Bioeletroguimica. Proteina FixL. Espectroeletroquimica. Heme proteina.

Sistema de dois componentes.



ABSTRACT

This work presents the expression, purification and spectroelectrochemistry results obtained for
the sensor hemeprotein FixL from Rhizobium etli (ReFixL). In addition, the
spectroelectrochemistry data allowed the correlation between the potential values of the redox
reaction of the Fe metal center presented in the heme group with the kinase activity of the
ReFixL protein. The ReFixL protein, expressed and purified in its met-ReFixL(Fe'"") form,
showed molecular mass value of about 70 kDa (ReFixL). The values of the redox potentials of
the studied protein was determined by spectroelectrochemical titration in buffer solution (pH 8
or 9.5) containing redox mediators that allowed to cover a potential range from —500 to + 500
mV vs ENH. Such measurements were performed for the proteins free of coordination and
bonded (coordination to the Fe atom of the heme group) to oxygen (O2), carbon monoxide (CO),
cyanide (CN-) and imidazole molecules; all of them relevant in the activation/inactivation
kinase activity in the case of ReFixL. The spectroscopic profiles of the ReFixL protein
supported these species were bound to CO and O3 in the reduced state and to imidazole and
CN- in the oxidized state, being observed, respectively, the following potential values: +21,
—51, =57 and —156 mV vs ENH. The inactivation of the kinase activity of the ReFixL protein
is observed upon binding to Oz, imidazole and CN™ molecules, whose redox potentials show
negative values. The negative potential shift in relation to the reduced non-bonded state of the
protein (deoxy-ReFixL; +19 mV vs ENH) indicates the reduction potential is more affected by
conformational changes induced by the ligands than the electron density donor/acceptor
character of the ligands do. The potential values observed for Fe-O2 do not follow the expected
based on its thermodynamics, assuming the expected potential shift would have been positive
for ligands that bind to reduced state Fe'". Our results suggest that conformational changes that
follow due to kinase activity switching off upon O binding have some knock-on effect on the
heme environment, that destabilize the Fe' state and conterbalances the Fe'' stabilization

normally caused by a ligand to the reduced form.

Keywords: Bioelectrochemistry. FixL Protein. Spectroelectrochemistry. Heme based protein.

Two component system.
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1 INTRODUCAO

Nas tltimas décadas diversas hemeproteinas tém sido extensivamente estudadas, e a
elas atribuidas as mais variadas funcdes biologicas, tornando cada vez mais evidente a
importancia chave desta classe de proteinas em todos os reinos da natureza. Estas proteinas
possuem um grupo prostético heme (ferro-protoporfirina 1X), um dos mais encontrados na

natureza, ilustrado na Figura 1. %4,

Diante da diversidade de enovelamentos em que o grupo heme se encontra € possivel
presumir sucessivas evolucBes estruturais passadas por estes sistemas, de forma que uma
mesma espécie quimica seja responsavel pelas mais diversas funcdes. Este cofator esta presente
em diversos sistemas envolvidos em processos de transferéncia de elétrons, transporte e
armazenamento de oxigénio, catalise, sensores de pequenas moléculas®. Sua abundéancia na
natureza se deve a sua versatilidade funcional guiada por algumas propriedades que podem
variar dependendo do sistema em que se encontra, como: variagdes na estrutura de coordenagéo
do centro metalico (nimero e natureza de ligantes axiais coordenados), tipo de enovelamento
em que esta inserido, distribuicdo de grupos hidrofilicos/hidrofobicos em seu microambiente,
causando distor¢bes na conformacéo de residuos aminoacidos a sua volta, gerando afinidades
bastante diversas de ligacao deste grupo prostético a ligantes enddgenos ou exdgenos de cada

sistema 10,

O grupo heme consiste de quatro anéis pirrdlicos ligados por grupos metil (a, B, v, 6)
formando uma porfirina e associada a um atomo de ferro (Il ou Ill) no centro do plano
coordenado aos quatro atomos de nitrogénio dos anéis pirrélicos. O grupo heme tipo b e ¢
apresentam como substituintes grupos metila nas posicoes 1,3,5 e 8, grupos vinil nas posicdes
2 e 4, e grupos propionatos nas posicdes 6 e 7, que geralmente interagem eletrostaticamente
com residuos de amino&cidos da proteina. Além dos substituintes mencionados o grupo heme
pode ainda possuir varios tipos de residuos de aminoacidos coordenados ao atomo de ferro
como ligante axial, também mencionando como ligante proximal ! Trés residuos de
aminoacidos sdo encontrados comumente nesta posicéo: histidina em globinas e peroxidases,
tirosina em catalases e cisteina em cloroperoxidases e citocromo P450 mono-oxigenase 2. Para
0 grupo heme tipo b certamente a ligacdo do atomo de ferro ao ligante proximal é importante
para 0 ancoramento deste cofator a proteina, entretanto, ndo é fundamental, como mostrado por
Barrick'®, que substituiu o residuo histidina proximal por um residuo glicina e adicionou

imidazol livre ao meio de cultura durante a expressdo da mioglobina na bactéria Escherichia
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coli. Apesar disto a proteina incorporou o grupo heme tipo b. As mesmas substitui¢des foram
realizadas por McRee e colaboradores para a proteina citocromo ¢ peroxidase* , onde se obteve

0 mesmo comportamento.

Figura 1 — Grupo prostético Heme (ferro-protoporfirina 1X) tipo a, b, d1, ¢ e 0. Na estrutura
do grupo heme tipo ¢ encontram-se representados em vermelho o motivo comumente
conservado CXXCH que se liga aos grupos vinis nas posi¢cdes 2 e 4 do grupo heme. Os
aminoacidos “XX” sdo altamente variaveis, todos os aminoacidos foram encontrados ocupando

estas posigdes, exceto por cisteinas.

Xxx-Xxx

Fonte: O autor

A diferenca mais marcante entre os grupos heme do tipo b e ¢ se deve ao fato que o

tipo b se liga ndo-covalentemente a proteina. Enquanto o grupo heme tipo ¢ se liga
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covalentemente a proteina via ligagOes tioéter entre residuos de cisteina e grupos vinil nas
posicOes 2 e 4 da porfirina. Outros grupos heme menos comuns sdo os tipos d1, a e o
encontrados em citocromo cd1 nitrito redutase, citocromo ¢ oxidase e redutases bacterianas,
respectivamente 215, O grupo heme tipo o possui um grupo hidroxi-farnesil no lugar do grupo
2-vinil presente no grupo heme tipo b. O grupo heme tipo a possui um grupo hidroxi-etil-
farnesil também na posigdo 2 e um grupo formil na posicdo 8. Além de possuir diferentes

substituintes o grupo heme d1 possui ligacGes saturadas em seus anéis pirrélicos.

1.1 Hemeproteinas sensoras

Um papel importante desempenhado por hemeproteinas sensoras é a regulacdo de
respostas adaptativas, tendo como sinal moléculas gasosas. Em sistemas de hemeproteinas
sensoras ha um dominio® sinalizador contendo o grupo heme, o qual regula um dominio
funcional, geralmente na mesma proteina. Assim, estas proteinas modulam respostas
adaptativas baseado na flutuagdo nos niveis de sua molécula sinalizadora, comumente Oz, NO
ou CO. Desta forma estes gases tém sido classificados como mensageiros bioldgicos. A maior
parte destes sensores sdo constituidos por um dominio sensor heme N-terminal e um dominio
funcional C-terminal.E importante ressaltar que os dominios nos quais 0 grupo heme se
encontra nos diversos sistemas de hemeproteinas sensoras sao bastante distintos entre si, assim
como o dominio funcional acoplado a eles. Tais dominios sensores podem também ser
encontrados em sistemas que ndo possuem o grupo heme utilizando assim outras estratégias de

deteccdo de sinas bioldgicos.

O mecanismo de funcionamento de varios sistemas de hemeproteinas sensoras tém
sido estudados*  6-1°, Estas hemeproteinas sensoras foram classificadas em familias de acordo
com o dominio em que o grupo heme se encontra, sao elas: PAS (Period, Arnt, and Sim), GCS
globina (globin coupled sensor), CooA (CO oxidation Activator), HNOB (heme-NO-binding),
GAF (cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyclases and Fh1A), LDB (ligand binding
domain)*. Para cada uma destas familias ha ainda uma sub-divisdo em relacdo ao tipo de
dominio funcional com os quais o dominio sinalizador encontra-se acoplado para transducgéo

de sinal. Estes dominios funcionais possuem atividades enzimaticas distintas moduladas pelo

! Dominio: cadeias polipeptidicas que seguem um padrao estrutural, independentemente estavel e possui fungéo
especifica no metabolismo proteico. Geralmente, 0s dominios conservam sua estrutura terciaria nativa mesmo
quando isolados. Um determinado dominio pode ser encontrado em diversos sistemas proteicos com funcdes
distintas.
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grupo heme (Ex. histidina-quinase, nucleotideo ciclase, fosfodiestarase, etc) ou outras
atividades ndo enzimaticas 2°. O dominio funcional pode atuar em fungdes tais como a interacéo
DNA-proteina ou proteina-proteina, sendo reguladas pelo grupo heme 2*. Estas hemeproteinas
sensoras sdo encontradas em sistemas reguladores de fixacdo de nitrogénio, formacdo de

biofilmes, aerotaxis, patogenicidade, degradagio de RNA, entre outros 822 23,

Para que estas proteinas desempenhem a funcéo efetiva de sensor, o sistema deve 1) se
ligar ao seu sinal (ligante exdgeno) em uma faixa de concentracao apropriada ou fisiologica
para ativar/desativar a proteina; 1) ativar/desativar a atividade funcional da proteina ao se ligar
ao seu sinal; I1) discriminar sinais falsos quando fisiologicamente necessério e alterar sua

conformacéo ao se ligar ao seu sinal verdadeiro 4.

No organismo o sistema sensor esta sujeitoa presencade diversos ligantes, ndo havendo
qguimicamente nada que impossibilite sua ligacdo ao grupo heme. Portanto, o0 sistema sensor
precisa se ajustar de forma a excluir falsos sinais in vivo. A proteina sGC é um exemplo disto.
Esta proteina é sensora de NO, detectando-0 em niveis subnanomolares, e o faz através de sua
capacidade de discriminar NO (e CO) mesmo na presenca altos niveis de Oz, que poderia atuar
como competidor eventualmente saturando seu sitio de ligacdo *. Entretanto, em um sistema
sensor de Oz com baixas concentragfes de NO e CO, por exemplo, o organismo nédo precisaria
ter essa funcionalidade para prevenir saturacdo com NO ou CO. Portanto, a interacdo de um
ligante ao sitio de ligacdo do grupo heme ndo indica que este seja o sinal verdadeiro daquele
sensor, e sim a resposta adaptativa final atribuida a este sensor, como a expressdo de genes que
codificam enzimas necessarias para a sobrevivéncia daquele organismo em determinada
condicdo ou interacdo com outra proteina, dentre outras funcionalidades desempenhadas por
estes sensores. O fator de transcricdo CooA, por exemplo, é certamente um sensor de CO, uma
vez que na presenca deste ligante o sensor induz a expressao de genes necessarios para que 0

microorganismo Rhodospirullum rubrum metabolize CO como uma fonte de carbono 3 2426,

E importante ressaltar que até mesmo o fato de a atividade catalitica do sensor ser
desativada por um certo ligante, isso ndo é indicativo definitivo de que este seja o sinal
verdadeiro do sistema. Nos sistemas R. rubrum CooA e E. coli Dos (EcDos, DosP) a oxidagédo
do grupo heme inativa a atividade catalitica destes sistemas, entretanto, ndo se pode a partir
dessa observacéo afirmar que estes seriam sensores redox, pois ndo ha evidéncias de que estes
sistemas sofram oxidacdo in vivo. Um outro exemplo disto sdo os sistemas FixL, que sdo
sensores de Oz, sendo desativadas por este, porém, sdo desativados também na forma oxidada

por CN7, apesar deste nao estar presente na celula e obviamente ndo desencadear a expressdo
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dos genes atribuida a estes sistemas 2% 2’, Entretanto, é fundamental para o entendimento do
mecanismo do sensor estudar estes ligantes ou condi¢des que ativam/inativam os sistemas
hemeproteinas sensoras mesmo sem desencadear as respostas adaptativas atribuidas a eles, a
fim de determinar o que ocorre quimicamente quando a proteina encontra-se inativa, o que

desencadeia a formagéo de uma nova conformagao da proteina % 3 26 28-30,

1.2 Sistemas de dois components

As proteinas histidina quinase (HQ) sdo amplamente encontradas em organismos
procariotos e em certos eucariotos, onde formam os sistemas de transdugédo de sinal de dois
componentes, juntamente com o seu regulador de resposta (RR). Sistemas de dois componentes
n&o estdo presentes em mamiferos, devido a isto sdo considerados potencial anitobidticos'®. O
prototipo regulador de resposta possui dois dominios: dominio receptor e dominio de saida de
sinal, que ¢é bastante variavel devido a vasta gama de funcionalidades que os sistemas de dois
componentes podem estar envolvidos. Em muitos sistemas séo sitios de ligacdo 8 DNA ou RNA
e participam da ativacdo/repressdo de genes especificos. Entretanto podem também atuar em
interacBes proteina-proteina, proteina-ligante, ou ainda como enzimas®® 3%, Em alguns
sistemas o regulador de resposta € composto apenas de dominio receptor, onde este desempenha
também o papel do dominio de saida de sinal, como € o caso das proteinas CheY e SpoOF &
%, Sistemas de dois componentes s&o os principais envolvidos em respostas a sinais ambientais
em bactérias, controlando uma série de processos fisioldgicos, como comunicacdo célula-
célula, respostas adaptativas e patogéneses®’. Estes sistemas em geral possuem dois elementos
funcionais, entretanto alguns sistemas ndo sdo fiéis ao termo pois possuem mais de dois

componentes, como € o caso do sistema DevS/DosT/DevR da Mycobacterium tuberculosis *”
38

A proteina histidina quinase atua como um sensor de moléculas especificas que levam
a ativacao ou desativacao da atividade quinase. Normalmente, s&o proteinas compostas por um
dominio sensor, contendo um grupo heme que detecta o sinal e um dominio histidina quinase
que responde a este sinal. Ao reconhecer a presenca do ligante, a proteina histidina quinase
transmite esta informacdo para a proteina reguladora de resposta através do processo de

fosforilagdo, tornando-a ativa ou no, e esta desencadeara reagfes na célula 2 163234,

A composicao do sistema de dois componentes, natureza do sinal externo e reagéo

desencadeadas na célula podem ser bastante diversas. Sistemas como FixL/FixJ, por exemplo,
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possuem na FixL um dominio sinalizador (PAS), onde o grupo heme se encontra, responsavel
por modular a atividade enziméatica do dominio funcional (histidina quinase) e no regulador de
resposta, FixJ, constituido de um dominio receptor e, normalmente, outro dominio de
associacdo ao DNA. Na familia das hemeproteinas sensoras GAF temos um sistema dito de
dois componentes composto por trés proteinas, DevS/DosT/DevR, sendo 0s sensores DevS e
DosT capazes de usar o0 mesmo regulador de resposta DevR, estas proteinas sdo também
conhecidas como DosS/DosT/DosR, respectivamente. A proteina DevS possui trés grandes
dominios, sendo dois deles GAF seguidos pelo dominio funcional quinase; sendo que o
primeiro dominio GAF é o responsavel pela sinalizagdo molecular contendo o grupo heme.Nas
hemeproteinas histidina quinases até entdo estudadas a sinalizagdo molecular se da pela ligacéo
reversivel aos seus ligantes, tais como O2, NO e CO. Ao se ligar (ou dissociar) a estas moléculas
devem ocorrer alteracBes conformacionais inicialmente no microambiente do grupo heme
induzidas pela interacdo do grupo heme com estes ligantes e propagada a outros dominios.
Alteragdes conformacionais desempenham um papel muito importante na regulacdo de
atividade fisiologica de sistemas proteicos, particularmente de sistemas sinalizadores,
proporcionando uma diferente rede de interacfes entre os residuos aminoacidos, que pode

provocar a interacao de residuos importantes para a transducéo de sinal.

A transducdo de sinal nos sistemas de dois componentes se da por meio da reagédo de
fosforilacdo, que envolve trés transferéncias do grupo fosforil (PO3*) e dois intermediarios
fosfo-proteina, ilustrados na Figura 2. Uma caracteristica intrinseca dos sistemas de dois
componentes é o uso de grupos fosfo-histidina e fosfo-aspartato como elementos de transducgéo
de sinal. Proteinas quinase sdo fosfotransferases que quando em seu estado ativo catalisam a
transferéncia de um grupo y-fosforil do trifosfato de adenosina (ATP) para um residuo histidina,
seguida por uma reacdo de transferéncia do grupo y-fosforil do residuo histidina do sensor HQ
para um residuo aspartato do seu cognato regulador de resposta. O grupo fosforil transferido
para os residuos aminoacidos possui um pKa 6,7, portanto, possui uma carga 2- em pH neutro.
Assim, um anion divalente é gerado na estrutura proteica quando um aminoacido neutro
(histidina/aspartato) é fosforilado. A estrutura terciaria de uma proteina € mantida por ligacoes
de hidrogénio e intera¢fes de Van Der Waals, portanto, a formagéo de um residuo aminoacido
carregado e adicdo de atomos extremamente eletronegativos a cadeia polipeptidica pode alterar
significativamente a conformacdo alostérica da proteina na regido onde a reagdo ocorre
estabelecendo novas interagdes laterais na proteina, o que é um dos fatores responsavel pela

ativacio do regulador de resposta e consequentes reacdes posteriores®,
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Figura 2 — Esquema ilustrativo da sequéncia de transferéncias do grupo fosforil (PO3s%). HQ:
histidina quinase, P: fosforil, RR: regulador de resposta, Pi: fosfato inorganico.

P'
ATP  ADP HQ o
P }4
HQ HQ

Fonte: O autor.

Nas proteinas quinase de organismos eucariotos a fosforilagdo ocorre em residuos
tirosina, serina ou treonina . A Figura 3, apresenta um esquema da sequéncia de passos
ocorridos no sistemas de dois componentes sistemas procariotos. Nesta representa¢ao tem-se
todos os dominios das proteinas representados no interior da célula (citoplasma), como € o caso
da proteina FixL (organismo Rhizobium etli eBradrhizobium japonicum). Entretanto alguns
sistemas podem possuir parte de sua estrutura, especialmente o dominio sensor, localizada no

exterior celular.

Figura 3 — Esquema ilustrativo do sistema de dois componentes. A figura apresenta 0s
principais passos do sistema de dois componentes, onde um sinal extracelular é recebido pelo
dominio sensor na proteina histidina quinase causando uma mudanca conformacional, assim
ativando/desativando a reacdo de autofosforilagdo ocorrida no residuo histidina do dominio
funcional seguida pela transferéncia do grupo fosforil para o residuo aspartato do dominio
receptor do regulador de resposta, tornando ativo/inativo para regulacdo génica e subsequente
desfosforilacéo
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Proteina histidina-quinase Regulador de resposta

l |

Dominio
funcional

P) POz
[ EXTRACELULAR P po,
(0,, CO, NO)

Fonte: O autor.

1.2.1 Arquitetura de dominios

Proteinas histidina quinase apresentam diferentes organizacdes modulares. Em cada
caso utilizando dominios de entrada de sinal (sensores) que determinam os sinais/estimulos
detectados pelo sistema em questdo. O prot6tipo proteina histidina quinase é homodimérico
constituido de dominio sensor extracitosolico presente entre dois segmentos transmembranares,
como exibido na Figura 4. Cada promotor possui duas hélices transmembranares (TM1 e
TM2). Seguidas pelo dominio HAMP (assim nomeado por ser comumente encontrado em
Histidine kinases, Adenylyl cyclases, Methylaccepting chemotaxis proteins e Phosphatases).
Este dominio conecta TM2 ao dominio DHp (do inglés, dimerization and histidine
phosphorylation domain), onde se encontra o residuo histidina conservado a ser fosforilado.
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Figura 4 —llustracdo da transducéo de sinal de um sistema de dois componentes. a) em um
prototipo sistema de dois componentes o dominio CA se liga ao ATP, possibilitando a reacdo
de uma substitui¢do nucleofilica Sn2 ocorrida no y-fosfato do ATP, onde o nucleofil nucledfilo
em proteinas histidina quinase é um atomo de nitrogénio (posic¢éo 1 ou 3) do anel imidazdlico
de um residuo histidina presente no dominio DHp. O grupo fosforil é transferido para um
residuo aspartato no dominio receptor do regulador de resposta, ativando o dominio de saida de
sinal; b) modelo de uma proteina hibrida histidina quinase, onde a transferéncia do grupo
fosoforil ocorre intramolecularmente, devido a presenca de um dominio receptor, semelhante

ao presente no regulador de resposta.

b)
Proteina hibrida
histidina quinase

a)

Proteina

histidina quinase Citoplasma

) s Saida s

receptor de sinal

Regulador de resposta

Fonte: O autor.

O dominio catalitico (CA, catalytic and ATP binding domain), que se liga ao ATP e
proporciona a transferéncia do grupo y-fosfato do ATP para o residuo histidina no DHp é
conectado a este por hélice na posi¢ao C-terminal do dominio DHp. Juntos, os dominios DHp
e CA sdo comumente chamados de dominio histidina quinase ou quinase catalytic core. Em
uma outra configuracdo, menos comum para o dominio histidina quinase, o residuo histidina
conservado se encontra em um dominio designado HPt (histidine phosphotransfer) e um outro
dominio é responsavel pela dimerizagdo. Esta configuracdo é encontrada em 5% dos sistemas

identificados na base de dados SMART (conjunto de analise de 10000 proteinas histidina



28

quinase)®. A maior parte destas proteinas sdo relacionadas a sistemas de chemotaxis e se
assemelham a proteina CheA.

Aproximadamente 25% das proteinas histidina quinase identificadas apresentam ainda
uma outra variacdo de configuracdo modular, onde além de seus dominios usuais possuem um
dominio receptor semelhante ao dominio receptor de seu regulador de resposta na posicdo C-
terminal e um dominio HPt para multiplas reacdes de fosfotransféncia. O dominio HPt pode ser
independente ou ndo do restante da proteina histidina quinase. Esta configuracao permite que
apos a autofosforilagdo do residuo histidina ocorra uma reagdo de fosfotransferéncia
intramolecular para o aspartato no dominio receptor, seguida pela transferéncia do grupo y-
fosforil para um residuo histidina no dominio HPt e a partir deste para o dominio receptor da
proteina reguladora de resposta, que afetara a resposta de saida da proteina, criando assim um

esquema sofisticado de fosfo-relay His-Asp-His! 40,

1.3 Estrutura e funcdo de dominios
1.3.1 Dominio sensor

O dominio sensor é responsavel por modular a atividade quinase. Este dominio pode
estar localizado no citoplasma, membrana ou regido extracitoplasméatica. Normalmente, este
dominio se encontra na posicdo N-terminal da proteina. Na maior parte das proteinas quinase o
dominio sensor se encontra na regido extracitoplasmatica, entre duas hélices transmembranares,
as quais transmitem a percepcdo de sinal extracelular através da membrana para os dominios
citoplasmaticos, iniciando a regulacdo da atividade quinase. Sensores extracitosélicos possuem
sequéncias bastante diversificadas. Apesar disto suas estruturas normalmente seguem um dos
seguintes padrdes: combinacio de hélices a e folhas B, multiplas hélices ou B-sanduiche*® 42,
No caso de proteinas histidina quinase que possuem regides transmembranares o dominio
sensor se encontra em posi¢do N-terminal do primeiro segmento transmembranar ou apos o
ultimo segmento transmembranar e antes do dominio histidina quinase. Algumas proteinas
histidina quinase sdo encontradas integralmente no citoplasma. Os dominios sensores
citoplasmaticos destas proteinas normalmente ndo possuem muitos motivos conservados ao
longo das familias. Alguns enovelamentos séo, todavia, comumente encontrados em dominios
sensores citoplasmaticos, tais como: PAS,GAF ou PHY. Estes dominios foram nomeados
devido a ocorréncia nos sistemas: Period circadian, Aryl hydrocarbon receptor nuclear

translocator, and Single-minded, cGMP-regulated nucleotide phosphodiesterases, Adenylate
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cyclases and the bacterial transcriptional regulator Fh1A e Phytochrome. A maior parte dos
dominios PAS sdo modulos sensores de oxigénio, redox ou luz, variando de acordo com o
cofator incorporado na estrutura. Estes dominios podem mediar interacdes proteina-proteina ou

se ligar a moléculas pequenas 2% 4,

O dominio PAS é um dominio pequeno, aproximadamente 100 aminoacidos, e possuli
poucos aminoacidos conservados em sua estrutura. Sendo identificado apenas dois motivos
denominados S1 e S2 boxes, como pode ser visto no alinhamento feito para as proteinas do tipo
FixL na Figura 5. O primeiro dominio PAS cuja estrutura de raios-X foi determinada tratava-

se da proteina PYP (Photoactive Yellow Protein), em que apenas a S1 box foi conservada® 2°
44

Figura 5 — Alinhamento das sequéncia do dominio heme-sensor das proteinas Bradyrhizobium
japonicum Ryzobium etli FixL e Ryzobium meliloti FixL Os motivos conservados estdo
destacados nos retangulos vermelhos e os residuos conservados e importantes para transducao
de sinal encontram-se destacados em azul. O alinhamento foi processado no website

http://www.ebi.ac.uk , utilizando a ferramenta Clustal Omega.

S1 box
BjFixL RETHLRSILHTIPDAMIVIDGHGIIQLFSTAAERLFGWSELEAIGONVNILMPEPDRSRH
ReFixL REAHLSSILDTVPDAMVVIDHKGIVLSFSKAAEKLFGMPSDQICGRNVSNLMPNPYRDAH
RmFixL RDAHLRSILDTVPDATVVSATDGT|ILVSENAAAVROFGYAEEEVIGONLRILMPEPYRHEH
S2 box
BjFixL DSYISRYRTTSDPHIIGIGRIVTGKRRDGTTFPMHLSIGEMQSGGEPYFTGFVRDLTEHQ
ReFixL DGYIDHYIETGEKRIIGYGRVVTGURADGSQFPMELHVGEATANGERIFTGFVRDLSRF
RmFixL DGYLQRYMATGEKRIIGIDRVVSGQURKDGSTFPMKLAVGEMRSGGERFFTGFIRDLTERE
BjFixL QTQARLQE--—
ReFixL KIEEDLRQAQK
RmFixL ESAARLEQ---

Fonte: O autor.

O dominio PAS da proteina BjFixL do organismo Bradyrhizobium japonicum foi o
primeiro em que se encontrou ambos 0s motivos conservados. Entretanto néo estao envolvidos
no mecanismo regulatoério da proteina. Possivelmente, 0s motivos conservados agem apenas na

manutencdo do enovelamento caracteristico do dominio PAS 2243,

A estrutura do dominio GAF é bastante conservada com 5 fitas p antiparalelas
circundadas pela primeira e Gltima hélice o e do outro lado por alguns loops e hélices curtas,
como pode ser visualizado na Figura 6. O grupo heme é ligado no centro das fitas 3, com o

plano do anel porfirinico perpendicular as fitas f. O dominio PAS possui a mesma topologia
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com as fitas B centrais, entretanto, diferentes hélices circundando-as. Outra diferenca entre 0s
dominios € a forma como o grupo heme se liga as fitas, com o plano paralelo as fitas p.

Figura 6 — Estrutura tridimensional do dominio sensor do N-terminal para C-terminal
coloridos de acordo com o esquema de cores ROYGBIV. a) FixL do organismo
Bradyrhizobium japonicum (PDB: 1LSW), b) DevS do organismo Mycobacterium tuberculosis
(PDB: 2W3F) e c) DosT do organism organismo Mycobacterium tuberculosis (PDB: 2VZW).

O grupo heme encontra-se destacado em modelo de tracos.

Fonte: O autor.

1.3.2 Dominio histidina quinase

O dominio histidina quinase possui aproximadamente 350 aminoéacidos e 6 motivos
altamente conservados, como pode ser visto no alinhamento para algumas proteinas HQ na
Figura 7. Dentre estes motivos apenas o H box se encontra no dominio DHp e todos os outros
se encontram no dominio CA como sitios de ligacdo ao ATP. Uma excegdo a isto ¢ a proteina
CheA do organismo Thermotoga maritima em que o motivo H box se encontra em um dominio

auxiliar de fosforilagdo, HPt, proximo ao N-terminal %.
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Figura 7 — Alinhamento das sequéncia dos dominios histidina quinase das proteinas FixL, FixL, PhoQ,
PrrB, EnvZ, HK853, DesK e DevS. Os motivos conservados estdo destacados nos retangulos vermelhos

(Processado no website http://www.ebi.ac.uk , utilizando a ferramenta Clustal Omeg)

Dal H box Do2

Chen @ —-—————————- VIESQTVRVDIEKLDNLMDLMGELV-====—=—————————————————— IA 26

ReFixL ~ =—=——————=——- GILAHDFNNLLFVISGNLEM----IEDKLPPGSLRDILREAQAAAQDGAIL 46

BjFixL  -—-—-—-——————- ALAHELNQPLAAISNYMKGSRRLLAGSSDPNT--PKVESALDRAAEQALR 48

RmFixL ~ —=————————-— TILAHELNQPLJATIANYSHGCTRLLRDMDDAVA--TRIREALEEVASQSLR 48

PhoQ = = —————————- DLTHSLKTPLAVLQSTLRSLRSEKMSVS——————~ D---AEPVMLEQISR 40

PrrB @ - VESHELRTPLTAMRTNLEVLSTLD--LP-———-- DDQRKEVLNDVIRTQSR 43

EnvZ = —————————- GWVSHDLRTPLFRIRLATEMMSEQDGYLA-———— ESINKDI-—----—— EE 37

Desk = ————————-—- RDLHDTLG@KLSLIGLKSDLARKLIYKDP--EQAARELKSVQQTARTSLNE 48

Devs —VLTDRDRIARDLHDHVIIRJFAIGLALQGAVPH—ERNP——EVQQ—RLSDVVDDLQDVIQE 56

BA al

CheA RSRILETLKKYNIKELDESLSHLSRITLDLONVVMKIRMVPISFVENRFPRMVRDLAKKM 86

ReFixL TGQOLL----AFGRRQP-———-----""—--————— LNPKHADLGQLVTGFADLL-RRTLGE 83

BiFixL AGQIIRRLRDFVARGE-=——======————————— SEKRVESLSKLIEEAGALGLAGAREQ 90

RmFixL AGQIIKHLREFVTKGE-=———=====————————— TEKAPEDIRKLVEESAALALVGSREQ 90

PhoQ ISQQIGYYLHRASMRGGTLL-——————=——————— SRELHPVAPLLDNLTSALNKVYQ-— 83

PrrB IEATLSAL---ERLAQGELST-——————=———~ SDDHVPVDITDLLDRAAHDAARI ——-— 84

EnvZ CNAIIEQFIDYLRTGQ---E-————————————— MPMEMADLNAVLGEVIAAESGYER-- 78

DeskK VRKIV=mmmmmmm e e e SSMKGIRLKDELINIKQILEAADIMFIYE---— 82

DevS IRTTI-—f——————————————————— YDLHGAS--QGITRLRQRIDAAVAQFADSGLRT 92

Bl BB o2 N box B2

CheA NK-EVNFIMRGEDTELDR-TFVEEIGEPLIHLLRNAIDHEIEPKEERIAKGKPPIG---T 141

ReFixL DI-KLSTIIDGSDLSVLV--DSSQLONAIINIALNARDAMPKGGSATTTISRVHLDADYA 140

BjFixL NV-QLRFSLDPGADLVLA--DRVQIQOVLVINLEFRNALEAMAQSQRRELVVTNTP-—-—-—— 141

RmFixL GV-RTVFEYLPGAEMVLV--DRIQVQQOVLINLMRNAIEAMRHVDRRELTIRTMP—————— 141

PhoQ —-RKGVNISLDISPEISFV-GEQNDFVEVMGNVLDNACKYL-———-- LEFVEIS-————-——-—- 128

PrrB -YPDLDVSLVPSPTCIIV-GLPAGLRLAVDNAIANAVKHEG----ATLVQLS-——————~ 130

EnvZ -—-—-EIETALYPGSIEVKM--HPLSIKRAVANMVVNAARY{-———-- NGWIKVS—-——=—-—-——--— 120

DeskK ——-E---EKWPENISLLNE---NILSMCLKEAVTNVVKHEQ----AKTCRVD-—-—————~ 121

DevS ---S---VQFVGPLSVVDSALADQAEAVVREAVSNAVRHRK----ASTLTVR-—-—-————— 134
a3_E hox

CheA LILSARHEGNNVVIHVEDDGR--GIPKEKIIRKAIEKGLIDESKAATLSDQEIINFLEVE 199

ReFixL KMYPEVRSGNFVLVIMTDTGM--GMTEEVR-—-———-—-———-—————————————— KRATEP 174

BiFixL = -———-——- AADDMIEVHVSDTGS--GFPDDVI————=—— === —— e m—— e — — ] PNLEQT 169

RmFixL ~ -—-—-—-—-- ADPGEVAVWEDTGG--GIPEEVA-—————————————————————— GQLEKP 169

PhoQ ————ARQTDEHLYIWEDDGP--GIPLSKR-———==——————————————— - — EVIED 158

PrrB —-—-—--AVSSRAGVEIAIDDNGS--GVPEGER-———-———=-——=—————————————+ OVVEE 160

Envy ————SGTEPNRAWFQVEDDGP--GIRPEQR-———==—=—————————— KHLEQP 150

DesK -———IQQLWKEVVITVSDDGTFKGEENSFS-———-------—-—"—"—————————— (- ———— - 147

Devs ————VK-VDDDLCIHVTDNGR--GLPDE-F-———————— e —— s 156

ATP-lid G2 box o4 B4 G3 hox_p5

CheA GFSTKEK-VSEVYGRGVEMDVVKNVVESLNGSISIHSEKDK-GTKVTIRLPLTL 251

ReFixL FFTTKEV----GYGTGLGLSMVYGFVKQSGGHLQLYSEVGR-GTTVRIYLPAVA 223

BjFixL FFTTKDT----GMG--VGLSII SRSI IEAHGGRMWAHSNASG-GATFRFTLPAAD 216

RmFixL FVTTKAS----GMG--IGLS[LSKRIVEAHGGEMTVYKNEAG-GATFRFTLPAYL 216

PhoQ GQRVDTL----RYGQGVGLAVAREITEQYEGKIVAJESMLG-GARMEVIFGRQH 207

PrrB FSRGSTA---SHYGSGLGLALLVAQQAQLHGGTASLENSPLG-GARLVLRLPGPS 210

Envy FVRGDSAR--TIYGTGLGLAII VORIVDNHNGMLELJTSERG-GLSIRAWLPVPYV 201

DeskK @ ———=————————- -KGHGLLIGMRERLEFANGSLHIOTENGT--+KLTMAIPNNS 184

DevS = ——————————— ~-TGSGLTNLRQRAEQAGGEFTLASVPGASGTVLRWSAPLSQ 196

Fonte: O autor.
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O enovelamento do dominio histidina quinase é diferente dos conhecidos para
proteinas quinase homdlogas que se fosforilam em residuos serina, treonina ou tirosina,
sugerindo que seu mecanismo seja também diferente destas proteinas, comumente encontradas

em organismos eucariotos 634,

1.3.3 Dominio DHp (dimerization and histidine phosphorylation domain)

A sequéncia do DHp contem o fragmento H box, que ¢ o que define as proteinas
histidina quinase, além de participar do processo de dimerizagdo. Este residuo ¢ o sitio de
autofosforilagdo da proteina histidina quinase. E um residuo altamente conservado. O dominio
DHp antecede o dominio CA, normalmente, ¢ composto de aproximadamente 120 aminodacidos.

Virias estruturas deste dominio foram determinadas, a Figura 8 apresenta algumas delas. ** 4!,

Figura 8 — Estrutura tridimensional do dominio DHp coloridos do N-terminal para C-terminal
no esquema de cores ROYGBIV. a) EnvZ do organismo Escherichia coli (PDB: 1JOY), b)
SpoOF do organismo Bacillus subtilis e ¢) DesK do organismo Bacillus subtilis (PDB: 3EHF).
O sitio de fosforilagdo histidina encontra-se destacado em modelo de tragos na estrutura. As
estruturas do dominio DHp das proteinas SpoOF e DesK sdo parte da estrutura completa do
dominio histidina quinase (dominios DHp e CA)

b) c)

Fonte: O autor.
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A estrutura deste dominio € conservada na maior parte das proteinas HQ que tiveram
sua estrutura determinada, consiste de duas hélices Dal e Da2, que se dobram e assumem uma
configuragdo anti-paralela, comumente chamada de helical hairpin, formando assim quatro
hélices. Entretanto, apresentam algumas particularidades em termos de comprimento,
orientacdo e pequenas irregularidades das hélices. Estas pequenas diferencas sdo o que gera as
especificidades de cada um destes sistemas. A estrutura do dominio DHp da proteina EnvZ da
bactéria E. coli foi determinada por RMN #° e mostra que suas hélices sdo relativamente retas
em relagdo a outras proteinas desta familia, como Spo0OB, Desk e HK853. Entretanto até mesmo
a proteina EnvZ apresenta uma tor¢do na hélice Dal causada por um residuo prolina. Esta
tor¢do ¢ conservada em todas as proteinas histidina-quinase que tiveram sua estrutura
determinada, até mesmo aquelas que nao possuem residuo prolina na posi¢ao equivalente. O
sitio de fosforilagao na proteina EnvZ (His243) € exposto ao solvente e encontra-se no meio da

hélice Dal, que possui uma flexibilidade maior que a hélice Da2.

1.3.4 Dominio CA (Catalytic and ATP binding domain)

O dominio CA se liga ao ATP antes que este transfira o grupo fosforil para o residuo
histidina presente no dominio DHp. A sequéncia do dominio CA possui alguns motivos
altamente conservados nas proteinas HQ: N, Gl1, F, G2 e G3 (Figura 7). A estrutura
tridimensional destes dominios também ¢ altamente conservadas. As estruturas secundarias o e
B se alternam formando um enovelamento de duas camadas, uma formada pelas 5 fitas B e a
outra pelas 3 hélices a. A estrutura deste dominio ¢ semelhante a estrutura dos dominios ATPase
das proteinas DNA gyrase B, MutL e Hsp90 ** 34, O sitio de ligagdo da molécula de ATP se
encontra na extremidade do dominio se ligando aos motivos conservados N, G1, F, G2 e G3.
Os motivos G1, F e G3 box interagem com adenosina e os motivos N e G2 box interagem tanto
com adenosina como com o tri-fosfato-Mg?* O ATP lid interage apenas com os grupos fosfatos

e cation divalente'®3°,

A estrutura do dominio quinase (DHp e CA) da proteina PhoQ (E.coli) em um
complexo com AMPPNP (adenosine 5’-(B, y-imino)-triphosphate) foi resolvida por Marina e
colaboradores *°, o que elucidou muitos detalhes quanto ao funcionamento deste dominio em
proteinas histidina quinase. A regido entre os residuos 429-439 forma o que tem sido
denominado ATP-/id, que ¢ fundamental para a ligagdo do dominio CA com ATP e também
interacdo da molécula de ATP com o DHp para as reagdes de transferéncia do grupo fosforil.

O ATP lid éum fragmento hidrofobico que se fecha por meio de interagdo de alguns residuos
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deste fragmento a grupos presentes na molécula de ATP, estabilizando-a em seu sitio de ligacao.
Quando n3o ha molécula de ATP ligada a este dominio esta regido apresenta uma conformagao
aberta. Este comportamento ¢ possivel devido a alta flexibilidade dos residuos presentes nesta
regido indicada pelo alto fator B desta sequéncia de residuos (51,4 A) em comparagio com fator
B médio do restante do dominio CA (23,4 A). A Figura 9e exibe a estrutura do dominio CA
da proteina DesK colorida em um gradiente de cores de azul a verde em fun¢ao do seu fator B,
retratando a discrepancia dos valores de fator B para o ATP /id em relacao ao restante do
dominio.Os autores relacionaram esta alta mobilidade do ATP /id aos residuos conservados de

glicina.

Figura 9 — Estrutura tridimensional de dominios CA coloridos do N-terminal para C-terminal
no esquema de cores ROYGBIV a) DesK do organismo Bacillus subtilis (PDB: 3EHG), b)
PhoQ do organismo Escherichia coli (PDB: 11D0), c¢) PrrB do organismo Mycobacterium
tuberculosis (PDB: 1YS3), d) DevS do organismo Mycobacterium tuberculosis (PDB: 3ZX0)
e e) DesK colorida de acordo com fator B, demonstrando a variacdo deste fator utilizando
esquema de cores ROYGBIV. As proteinas DesK e PhoQ foram cristalizadas ligadas a ATP e
AMPPNP, respectivamente. Estes compostos séo exibidos em modelos de tracos.

Fonte: O autor.


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=1773
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=1773
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=1773
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O motivo ATP lid se inicia com o residuo fenilalanina da F box e seu residuo C-
terminal ¢ um residuo hidrofébico (Leu-446 na PhoQ e Met-507 na CheA), estes dois residuos
interagem entre si formando um cluster hidrofobico juntamente com os residuos Ile-428, Leu-
446 e Ile-460 na proteina PhoQ, na proteina CheA também foi observado este cluster
hidrofébico formado nesta regido da ATP /id, entretanto, os aminodcidos presentes sdo Leu-
486, Phe-487 (F box), Met-507 e Met-521. Na proteina EnvZ uma estrutura similar também foi
identificada sendo formada pelos residuos Phe-387, Leu-386, Ile-408 ¢ Leu-420. Entre as
proteinas FixL o residuo fenilalanina da F box ¢ conservado apenas nas proteinas RmFixL e
BjFixL (Phe-448 e Phe-454, respectivamente), na proteina ReFixLL o alinhamento das
sequéncias mostra a presenca de um residuo também hidrofobico, Ile-447 na posigdo
equivalente. As estruturas tridimensionais das proteinas PhoQ e CheA mostram que apesar da
diferenca entre aminoacidos presentes no cluster hidrofoébico a distancia entre residuos
equivalentes no ATP /id das duas proteinas é de apenas 10 A e ambas exibem uma conformagio
fechada, indicando que a diferenga na composi¢ao dos residuos presentes neste loop nao afeta
sua fungdo 6. Isto sugere que este cluster hidrofobico é uma caracteristica conservada nas

proteinas histidina quinase, apesar de nfio ser sempre composto pelos mesmos residuos 2% 4!-4.

O ion y-fosfato se liga a cadeia polipeptidica por meio de ligagdes de hidrogénios a
atomos da cadeia lateral dos residuos GIn-443 e Arg-439 do ATP-lid e Lys-392 e Tyr-393 da
N box. O B-fosfato se liga ao residuo Arg-434 também por meio de ligacdo de hidrogénio. Com
base nas observacgdes quanto a sitios de ligacdo da molécula de ATP Marina e colaboradores *
substituiram os residuos Lys-392, Arg-434 e Arg-439 por alanina a fim de verificar a
importancia destes residuos na clivagem/estabilizacdo do estado de transi¢ao da ligagao do vy-
fosfato ao ATP. As substituigdes foram feitas no dominio quinase como um todo, ou seja, na
presenca do dominio DHp. A substituicao da lisina por alanina proporcionou um aumento
significativo no K (40x) e um efeito menor no keat (diminui¢do da constante catalitica em 10x),
sugerindo que este residuo tem papel importante em termos de ligagdo ao substrato e catalise.
O efeito em kcar a0 substituir a Arg-434 por alanina foi maior, com uma diminui¢do de duas
ordens de magnitude na constante, enquanto, para o K, esta substituicdo ndo provocou alteragao
significativa, sugerindo papel critico deste residuo na atividade catalitica, os autores sugerem
que o grupo guanidina deste residuo possa atuar na estabilizagdo do estado de transicao ou ainda
que este grupo protone o B-fosfato. Interessantemente, a substituicdo da Arg-439 (que se liga
diretamente ao grupo abandonador y-fosfato) ndo causou alteragao significativa no Km ou keat.

Os residuos destacados como fundamentais no mecanismo de fosforilagao da proteina PhoQ
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sdo de certo modo conservados nas proteinas FixL e DevS como residuos que por semelhanga
quimica podem desempenhar a fun¢do dos residuos mencionados. Por exemplo, na proteina
PhoQ os residuos Arg nas posigoes 434 e 439 sendo aparentemente importantes em termos de
catalise e ligacdo ao ATP nas proteinas ReFixL, RmFixL e DevS sdo substituidos por treonina
e glicina, respectivamente, podendo desempenhar fung¢des similares nestas proteinas.
Entretanto a formag¢do do ATP /id nas proteinas FixL, assim como a definicdo de residuos
importantes para catalise da transferéncia de grupo fosforil do ATP para o residuo histidina no
dominio DHp e determinagdo de residuos que se ligam a ATP no dominio CA s6 serdo
elucidados quando a estrutura tridimensional deste dominio da proteina for resolvida. O
alinhamento das sequéncias destas proteinas e similaridades funcionais as proteinas aqui citadas

sao apenas indicativos destes motivos e semelhante comportamento.

A proteina DevS e DosT tiveram a estrutura de seus dominios DHp e CA resolvidas.
Cho e colaboradores *” estudaram diferentes formas truncadas da proteina DevS e DosT e
confirmaram a previsao dada pelas sequéncias de ambas as proteinas de que ndo possuem o
motivo ATP-lid presente na maior parte das proteinas histidina quinase, indicando que o
mecanismo de ligagdo do ATP a estas proteinas ocorre de forma diferenciada. As estruturas
cristalinas mostram que o dominio CA apresenta uma estrutura fechada impossibilitando a
ligacdo do ATP. Foram estudadas formas das proteinas contendo o dominio histidina quinase
completo (CA e DHp) e uma forma truncada contendo apenas o dominio CA. Os autores
verificaram a atividade quinase das proteinas por meio de ensaios de fosforilagdo, as formas
das duas proteinas foram utilizadas na presenca de dominio DHp extra. Para ambas as proteinas
apenas a forma contendo os dominios CA e DHp na mesma estrutura foi capaz de fosforilar o
residuo histidina no dominio DHp. Os autores sugerem que para que ATP se ligue ao sitio de
ligagcdo no dominio CA e a autofosforilagdo ocorra deve haver uma mudanca de conformacgao
do loop que conecta a folha B3 e hélice a3, e esta mudanca de conformagao ¢ provocada pela

interacdo com o dominio DHp (quando na mesma molécula).

DevS tem um alto grau de flexibilidade e possui um residuo carregado negativamente
proximo ao sitio de ligacdo do ATP, Glu-537. Portanto, este residuo poderia rotacionar e
interagir com um residuo positivo em suas proximidades. Os autores propde que isto seria
desempenhado pelo residuo Arg-440 proximo a His-395 (sitio de fosforilagao na DHp). Para
mostrar isto os autores substituiram os residuos Arg-440 e Glu-437 nos dominios DHp e CA,

respectivamente, por um residuo de cisteina. Assim, se houvesse formacdo de pontes disulfeto
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indicaria que estes residuos sao suficientemente proximos para interagir entre si. Desta forma,
a funcdo de proteger ATP de sofrer reacdes desnecessarias, que ndo fosforilagdo do residuo
histidina, desempenhada pelo fragmento ATP-/id em outras proteinas HQ; na proteina DevS
este controle seria feito pela interagcdo com o residuo DHp assim uma alteragao de conformacgao
provocada favoreceria o ATP a se ligar ao dominio CA. Este efeito mimetizaria a fun¢do da

ATP-lid.

1.3.5 Reguladores de resposta

As proteinas reguladoras de resposta dos sistemas de dois componentes apresentam
sequéncia e estrutura bem conservadas entre as proteinas ja estudadas, sugerindo um
mecanismo de sinalizagdo e transcricdo semelhante entre os sistemas. Normalmente, os
reguladores de resposta sdo proteinas pequenas, de aproximadamente 100 aminodcidos. O
alinhamento das sequéncias de diversos reguladores de resposta apresenta regides altamente
conservadas em toda a classe, como pode ser visto na Figura 10. Um residuo aspartato
altamente conservado na fita 3 ¢ o fosfo-aceptor. Nas estruturas tridimensionais de diversos
reguladores de resposta foi identificado um enovelamento (of3)s conservado, Figura 11, que é
formado alternando-se a-hélices e B-fitas com as B-fitas organizando-se na regido interna deste
microambiente, formando um core central hidrofobico. Este core hidrofobico é circundado
pelas hélices al e a5 de um lado e a2, a3 e 04 do outro. A maior parte dos residuos conservados
estdo na extremidade C-terminal das fitas B1, B3 e f4. A hélice al estd envolvida na ligacdo do
RR a HQ. A estrutura e posi¢do desta hélice ¢ conservada em todos os RR, entretanto, no que
diz respeito a sequéncia de aminoacidos os residuos conservados sao apenas os hidrofobicos
envolvidos no empacotamento do core hidrofobico das fitas . O sitio de fosforilacdo €
localizado em um cluster acidico préximo ao C-terminal da fita B1 e 3. Na proteina CheY os
carboxilatos de cadeias laterais deste cluster estdo envolvidos na coordenacdo do cation
divalente, Mg?" ou Mn?*, que é essencial para reaco de fosforilacdo. Estruturas do ion Mg?*
coordenado a proteina CheY mostram uma coordena¢do octaédrica do cation envolvendo o
Asp-57 (fosfo-aceptor), Asp-12, Asp-59 e trés moléculas de HoO *. A regido a4-B5-a5 tem

sido apontada como sendo importante para o desempenho da fung¢do do regulador de resposta
34
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Figura 10 — Alinhamento da sequéncia de reguladores de resposta da subfamilia OmpR/PhoB
(PhoP, Prra e MtrA do organismo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), DrrB do organismo
Thermotoga maritima (Tm) e PhoB do organismo Escherichia coli (Ec)) e da subfamilia
NarL/FixJ (SpoOF do organismo Bacillus subtillis (Bs) e FixJ do organismo Rhizobium meliloti
(Rm)). Residuos idénticos estdo marcados em = residuos altamente conservados na subfamilia
OmpR/PhoB estdo marcados em J§ e residuos moderadamente conservados em todas as
sequéncias estdo destacados em --. O alinhamento foi processado no website

http://www.ebi.ac.uk , utilizando a ferramenta Clustal Omega.
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Fonte: O autor.

A maior parte dos RR’s da subfamilia OmpR/PhoB formam dimero ao longo da regido
a4-B-5a5 quando no estado ativo. O alinhamento de suas sequéncias mostra também que esta
porcao € variavel em termos de sequéncia, como pode ser observado na Figura 10. A sequéncia
da hélice a5 ¢ razoavelmente conservada na familia OmpR/PhoB, o que ndo acontece na familia

NarL/FixJ. O comprimento das hélices e fita desta regido varia entre as diferentes proteinas.

A ativacdo do RR pela reacéo de fosforilagdo desencadeia alteragdes conformacionais na regido

ad-B-5a5 acompanhadas por movimentos em dois residuos chave, o segmento conservado
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Thr/Ser na regido C-terminal da fita p4 e Tyr/Phe no meio da fita 5. Na proteina nédo-
fosforilada o residuo Thr/Ser estd orientado para lado contrario ao residuo Asp aceptor e 0
residuo Thr/Phe encontra-se orientado para lado externo da fita 5. Ao ser fosforilado o residuo
Thr/Ser se move na direcdo do residuo fosfo-Asp formando ligacdes de hidrogénio. O
reposicionamento deste residuo move também o loop PB4-04 e a hélice o4, tornando a
conformacdo do residuo Thr/Phe mais energeticamente favoravel. Um residuo Lys também
conservado na familia OmpR/PhoB forma uma ponte salina com o grupo fosforil
proporcionando um deslocamento do loop B5-ab5. Este residuo lisina também forma ponte salina
com o Asp fosfo-aceptor da proteina PhoP (Mth) nédo-fosforilada. Aliado ao pequeno
deslocamento que este residuo proporciona na proteina fosforilada isto sugere que este residuo
€ mais importante na estabilizacdo do sitio ativo que em termos de alosterismo. As estruturas
tridimensionais para os dominios receptores da SpoOF, PhoB, e DrrB encontram-se ilustradas

Figura 11.

Em todos os reguladores de resposta o residuo correspondente a Asp-13 em CheY ¢é
precedido por um residuo acidico, usualmente um aspartato (ou glutamato) e sucedido por um
outro residuo acidico. A transferéncia do fosforil do fosfo-amidato (fosfo-histidina) envolve um
ataque nucleofilico pelo fosforil-aceptor (aspartato) no atomo de fésforo combinado com um
ataque eletrofilico pelo préton. A configuracdo de residuos aminoacidos no microambiente do
RR CheY proveria ambos o nucleofilo fosfo-aceptor (ion carboxilato, Asp) e um préton de

aspartato ou glutamato nao ionizado .

O residuo fosfo-aspartato possui baixa estabilidade tanto em meios acidos como
alcalinos. A energia livre de hidrolise é bastante negativa, o que levou alguns autores a
assumirem que a energia liberada pela hidrélise do fosfo-Asp seja gasta para efetuar as
mudancas conformacionais necessarias para ativar o fator de transcri¢do, o que o difere do
sensor histidina-quinase que ao se fosforilar altera a atividade da proteina apenas por efeitos

eletrostaticos locais 2.
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Figura 11 — Estrutura tridimensional de dominios receptores coloridos do N-terminal para C-
terminal no esquema de cores ROYGBIV. a) SpoOF do organismo Bacillus subtilis (PDB:
1PEY), b) PhoB do organismo Escherichia coli (PDB: 1B00), ¢) DrrB do organismo
Thermotoga maritima (PDB: 3NNS).

Fonte: O autor.

1.4 Proteinas histidina quinase FixL

O sistema de dois componentes FixL-FixJ foi reportado pela primeira vez como sensor
de oxigénio em 1991 *°, quando Gilles-Gonzalez e colaboradores coexpressaram os genes das
proteinas FixL e FixJ do organismo Rhizobium meliloti em um mesmo plasmideo. As proteinas
foram expressas em sistema heterélogo utilizando como célula de expressdo a bactéria

Escherichia coli.

A proteina FixL possui um cofator heme tipo b em um de seus dominios PAS. Em
condicGes de aerobiose o oxigénio inibe a atividade quinase da proteina FixL. O mecanismo de

inativacdo da proteina se inicia com alteragdes conformacionais no microambiente do grupo
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heme ocasionadas quando este grupo se liga ao Oz, CN™ e imidazol. O mecanismo pelo qual

esta informagdo é transmitida para o dominio quinase ainda néo foi totalmente elucidado.

O sistema FixL-FixJ é um sistema sensor de oxigénio onde estas proteinas regulam
adaptacdo microaerdbica por meio da interacdo do fator de transcricdo génica FixJ com
sequéncias de DNA especificas que induzem a expressdo de genes necessarios a sobrevivéncia
do organismo em hipoxia e desempenho de suas fungdes. Este sistema pode desempenhar trés
funcBes, que ndo sdo necessariamente mutuas nestes organismos, |) habilitar o organismo a
sobrevivéncia sob privacdo de oxigénio por meio da expressao de genes que codificam oxidases
necessarias para respiracdo microaerdbica *°, 1) restringir a expressdo de genes para a fixacio
de nitrogénio (nix e fix) em condicdes aerdbias, e I11) limitar a expressdo de genes de enzimas
de denitrificacdo a condicdes de hipoxia. Assim, a condicdo de anaerobiose leva este organismo
a induzir a expressdo de um ou mais genes. A proteina RmFixL desempenha as duas primeiras
funcdes listadas, enquanto a proteina BjFixL desempenha apenas a primeira e terceira funcéo.
A funcdo mais comumente desempenhada por estes sistemas € a expressao de genes que

codificam oxidases para respiracdo aerobica®.

Os sistemas FixL dos organismos Bradyrhizobium japonicum e Rhizobium meliloti
tém sido largamente estudados e auxiliaram na resposta de varias questdes importantes quanto
ao comportamento de hemeproteinas pertencentes a classe de sistemas de dois componentes
5052, 53 BjFixL e RmFixL compartilham de vérias similaridades estruturais, entretanto,
apresentam algumas diferengas como em termos de organizacdo de dominios, afinidades a
ligantes e fatores que inativam sua atividade quinase. BjFixL catalisa a reacdo de
autofosforilacdo seguida pela transferéncia do grupo fosforil para o seu regulador de resposta
BjFixJ tanto em sua forma deoxi (Fe'") como no estado met (Fe'""), enquanto a forma oxy (Fe''-
02) e cianomet (Fe'"'-CN) séo estados desativados da proteina **. Por outro lado, RmFixL é ativa
apenas no estado deoxi, e assim como para BjFixL no estado oxi e cianomet 0 sensor quinase
encontra-se inativo. Curiosamente, na forma met-RmFixL o sensor quinase catalisa a reagéo
autofosforilacdo do seu residuo histidina, mas nao catalisa a reacdo de transferéncia deste para
o residuo aspartato no RR. Estruturalmente, ndo ha razdo clara para que isto ocorra, uma vez
que ndo ha diferenca significativa na conformacdo da proteina em suas formas deoxi e met,
assim como ocorre para BjFixL, apesar de existir outro dominio PAS na BjFixL inexistente na
RmFixL. Entretanto esta peculiaridade ndo tem relevancia do ponto de vista fisiologico ja que
no citoplasma celular a proteina existe apenas em sua forma reduzida 3. Em relagdo a

organizacdo dos dominios, BjFixL é uma proteina solivel que contém dois dominios PAS



42

seguidos por um dominio histidina-quinase e seu grupo heme esta localizado no segundo
dominio PAS. Enquanto RmFixL possui um segmento transmembranar seguido por um
dominio PAS e histidina-quinase. Porém, RmFixL tem sido estudada sem este segmento
transmembranar, como uma proteina solvel truncada. Uma ilustracdo desta organizacao de
dominios é exibida na Figura 12. Para ambas as proteinas o grupo heme esta ligado a um
residuo histidina como ligante axial e possuem dois importantes residuos arginina (R206 e R220
na BjFixL e R200 e R214 na RmFixL) envolvidos na transducéo de sinal e ligacdo do grupo
heme ao oxigénio. O mecanismo de transducéo de sinal da FixL tem sido associado a mudancas
conformacionais no microambiente do grupo heme (residuos distais), alterando contatos com

grupos propionatos e levando a diferenca de distorséo do anel porfirinico.

Figura 12 — Organizacao de dominios em na proteina FixL do organismo a) Rhizobium etli,
b) Bradyrhizobium japonicum e c) Sinorhizobium meliloti. Organizacéo de dominios gerado
pelo website http://smart.embl-heidelberg.de/.

Proteina histidina-quinase Regulador de resposta

RmFixL —_ FixJ
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Fonte: O autor.

A primeira estrutura cristalina das proteinas FixL foi determinada por Gong e

colaboradores . Os autores determinaram a estrutura cristalina da proteina BjFixLH? (dominio

2 BjFixLH: forma truncada da proteina FixL do organismo Bradyrhizobium japonicum contendo apenas o
segundo dominio PAS da proteina FixL, onde o grupo heme se encontra.


http://smart.embl-heidelberg.de/
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hémico) nos estados met-BjFixLH (Fe'"), em que a proteina encontra-se ativa, e cianomet-
BjFixLH (Fe""'-CN), que assim como O inativa a atividade quinase da proteina.

A caracteristica estrutural dominante da proteina BjFixLH séo as 5 fitas  antiparalelas
que acomodam o grupo heme. Os autores descrevem a estrutura como uma luva de mao
esquerda em que os dedos seriam formados pelas fitas B (residuos 155-168 and 235-255), a
palma pelas hélices a (residuos 170-215) e o dedo polegar pelas fitas p (residuos 220-234). A
Unica distorcdo a este modelo seria a hélice o C-terminal que se liga ao dominio quinase, que é
uma regido rica em residuos glutamina, comumente chamada Q-linker. Os elementos estruturais
foram nomeados de acordo com suas posi¢des na sequéncia da proteina e estrutura secundaria
associada, Figura 13. Os autores atribuiram a este enovelamento o fato de o dominio PAS
assumir diferentes funcGes com diferentes cofatores sendo ancorados a esta estrutura em

diferentes sistemas sensores em que é encontrado (ex. bacteria, archae e eukarya) %.

Figura 13— Nomenclatura proposta para elementos da estrutura tridimensional do dominio
heme-PAS da proteina BjFixL(PDB: 1LSW).

C-terminal

Fonte: O autor.

O microambiente do grupo heme é primariamente hidrofobico, com os residuos Val-
188, Met-192, Tyr-203 e Ile-204 orientando a His-200 proximal que se liga ao atomo central
de ferro na posicéo axial. O interior hidrofobico do sitio ligante é circundado por Leu-236 e lle-
238 na fita B HP e por Ile 215. Apesar da hidrofobicidade do microambiente este se torna
acessivel para grupos hidrofilicos por meio de um canal com 3 moléculas de H>O interagindo

com o residuo Arg-220.
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Ao se ligar a cianeto os grupos da cadeia lateral dos residuos distais Leu-236 e 1le-238
se movem para acomodar o ligante. As maiores alteracbes detectadas na conformacdo da
proteina com o cianeto se mostram na regido do loop FG (Ser-211 a lle-215). Ao se ligar a
cianeto o anel porfirinico sofre também alteracbes em sua planaridade. Esta alteracdo é
transmitida ao restante da proteina por meio de uma rede de interacGes entre 0s grupos
propionatos do grupo heme e os residuos His-214, lle-215, Arg-206 e Thr-210 (His-214 e lle-
215 pertencentes ao FG loop e Arg-206 e Thr-210 pertences a hélice F,). O residuo His-214¢
conservado em todas as proteinas FixL, como histidina ou arginina, como pode ser observado
no alinhamento das sequéncias do dominio heme-PAS das proteinas FixL exibido na Figura 5.
Ambos os residuos possuem um nitrogénio protonado que pode formar ponte salina com o
grupo propionato. De fato, este residuo interage com ambos 0s propionatos e passa por
alteracdes quando cianeto se coordena ao grupo heme. O nitrogénio N&1 do anel imidazdlico
do residuo His-214 forma ponte salina com o propionato 7, alternando apenas entre oxigénios
no mesmo grupo quando alternando da forma met para cianomet-BjFixL. Ambos os oxigénios
do propionato 6 formam ligacdes de hidrogénio com His-214 quando na forma met-BjFixL. Ao
se ligar ao cianeto um dos oxigénios passa a formar ligacéo de hidrogénio com o nitrogénio do
residuo Arg-206 da hélice F,, que na forma met-BjFixL forma ligacdo de hidrogénio e
interacOes ibnicas com o carbonil da cadeia principal e carboxilato de cadeia lateral do residuo
Asp-212, respectivamente. Ao se ligar ao cianeto, o residuo Arg-206 perde a interacdo idnica
com o carboxilato do residuo Asp-212, pois passa a interagir com o propionato 6. E devido a
perda de interagdo com o Asp-212, o residuo Arg-206 sofre uma rotacdo que proporciona uma
ligacdo de hidrogénio com o carbonil do residuo Thr-210, desta forma gerando uma
comunicacdo de uma das extremidades da hélice F, com o FG loop. apresenta os rearranjos
estruturais ocorridos no grupo heme quando coordenado a cianeto e oxigénio. Todas as
alteracdes conformacionais mencionadas quando analisadas na forma global do FG loop estdo
provocando um afastamento deste loop em relacdo ao grupo heme, gerando uma conformacao

aberta °°.
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Figura 14— Rearranjos estruturais do grupo heme da proteina a) BjFixL (PDB: 1DRM ) em
decorréncia da associacdo dos ligantes b) CN- (PDB: 1LTO )e c) O, (PDB 1DP6 ).

a) met-BjFixL b) cianomet-BjFixL

FG |00p rg_220

Asp-212
8

Leu-236
Thr-210

Arg-206

¢) oxy-BjFixL
Arg-2

Fonte: O autor.

Baseando-se nestas alteracbes conformacionais localizadas quando se passa de um
estado ativo (met-BjFixLH) para um estado inativo (cianomet-BjFixL) os autores propuseram
gue o mecanismo de sinalizacdo do grupo heme para dominio funcional histidina quinase pode
estar relacionado a interagdo entre o dominio histidina quinase e o FG loop. Esta proposta vem
sendo estudada nos ultimos anos. Em estudo posterior Gong e colaboradores >* fizeram um
alinhamento por meio de minimos quadrados de todas as estruturas entdo estudadas e constatou
que o C, de todas as estruturas possuem uma variacao de posicionamento de 0,2 A, exceto pelos
Cq presentes no FG loop, onde a variagio de posicao é de ~2,0 A. No mesmo estudo os autores
determinaram a estrutura cristalina da proteina BjFixLH ligada ao seu sinal fisiologico Oz e
comprovaram que as alteragdes na conformagdo dos grupos propionatos, residuos do FG loop
e Arg-206 sdo também observadas neste sistema e ocorrem em maior magnitude que na forma

cianomet-BjFixL *3,
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Uma outra diferenca marcante nas estruturas da cianomet-BjFixLH e oxi-BjFixLH é a
existéncia de um ligante distal na estrutura da forma oxi-BjFixL. Os autores observaram que na
forma oxi-BjFixL o grupo guanidina do residuo Arg-220 (Gg) rotaciona em diregdo ao
microambiente do grupo heme e forma uma ligacdo de hidrogénio com o ligante O». Esta
interacdo requer uma rotacdo de 170° em torno do eixo da ligagdo C,-Cp>* Simultaneamente,
provocada pela alteragdo conformacional ocorrida no FG loop o grupo carbonil do residuo lle-
218, que na forma met- BjFixL esta voltado para o solvente, rotaciona em direcdo ao
microambiente do grupo heme formando uma ligacdo de hidrogénio com uma molécula de
H->0O. Esta molécula de H.O também forma uma ligacdo de hidrogénio com um dos nitrogénios
do grupo guanidina da Arg-220. Possivelmente esta interacdo atua na estabilizacdo deste
residuo, o qual é conservado em todas as proteinas FixL conhecidas e é o Unico residuo polar
no microambiente do grupo heme °. Na forma cianomet-BjFixLH Gong e colaboradores > ndo
observaram a formagao de nenhuma liga¢ao de hidrogénio com o ligante CN~, o microambiente
distal seria formado apenas por residuos hidrofdbicos: lle-215, lle-216, Val-222, Met-234, Leu-
236 e 11e238. Entretanto em publicacdo posterior o mesmo grupo de pesquisa motivado pelos
indicios da contribuicdo deste residuo Arg-220 na regulacdo da atividade quinase revisou sua
estrutura cristalina. Neste estudo foi possivel observar a quebra da ponte salina entre Arg-220
com o propionato 7 do grupo heme e formacdo da ligagdo de hidrogénio entre um dos
hidrogénios do grupo guanidina da Arg-220 com o ligante CN™ %,

A fim de determinar a importancia do residuo Arg-220 na regulacdo de sinal da
proteina BjFixL Dunham e colaboradores * estudaram uma forma mutante da proteina onde o
residuo Arg-220 foi substituido por um residuo alanina, este mutante foi nomeado R220A
BjFixL. Esta proteina teve as menores afinidades por O, (Kg= 1,5 mmol L) e CN™ (Kg= 16
umol L) ja determinadas para dominios heme-PAS *°. Por outro lado, a mutacdo ndo
influenciou na afinidade da proteina por CO ou NO. Em se tratando de atividade catalitica a
proteina R220A BjFixL foi 3-4 vezes mais ativa que BjFixL em ambos os estados de oxidacao.
Ao se ligar a CN™ a proteina R220A BjFixL apresentou um fator de inibigdo da atividade
catalitica de apenas 2 vezes frente a um fator de inibicdo de 50 vezes para BjFixL. Todavia,
devido a baixa afinidade, a forma oxi R220A BjFixL ndo se formou em quantidade apreciavel
impedindo a medida da atividade catalitica na forma saturada, somente sendo possivel comparar
com a forma ligada a cianeto. Curiosamente, CO e NO provocam um fator de inibigéo de 2
vezes, enquanto na proteina BjFixL ndo apresentam qualquer influéncia. Estruturalmente, a

retirada do residuo arginina provocou a perda da comunicagédo entre grupo heme e FG loop. Na
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forma ndo ligada da proteina R220A BjFixL no estado férrico esta ndo apresentou interacéo de
residuos presentes na regido distal do grupo heme com seus propionatos e na forma ligada a
CN™ ou O2 néo foi observada qualquer interagdo destes ligantes com residuos distais do grupo
heme, por consequéncia houve uma perda de interacdes entre residuos distais com o FG loop.
Desta forma, a perda das interagdes dos ligantes que possivelmente inativam a proteina (R220A
BjFixL) provocou uma resposta global nas interagdes sofridas pela proteina culminando na
fraca inativacao da atividade catalitica da proteina por ligantes reconhecidamente desativadores
deste sistema. Devido a apolaridade do ligante O a associag&o deste ligante ao grupo heme néo
deveria ser afetada de forma téo significativa apenas devido a formacdo de uma ligacéo de
hidrogénio com um residuo arginina. Além disto, o fato de ter sido observada inibi¢do da
atividade catalitica, mesmo que muito menor que na proteina BjFixL, para a proteina R220A
BjFixL mostra que arginina é importante na regulacdo da atividade, mas ndo € o Unico fator

desencadeante das alteragdes conformacionais necessarias a desativagdo da proteina.

Uma possivel causa da necessidade de uma interacdo do residuo Arg-220 com o ligante
seria a estabilizacdo do ligante frente ao microambiente altamente hidrofobico por meio de

efeito estérico, desta forma estabilizando o estado inativo da proteina *°.

Enfatizando a influéncia de fatores estéricos na ligacdo ao grupo heme Gong e
colaboradores >* determinaram a estrutura da proteina BjFixL em sua forma ligada a imidazol.
Assim como nas formas met-BjFixL e cianomet-BjFixL a forma imz-BjFixL mostra alteragdes
conformacionais na regido do FG loop. Uma molécula de &gua localizada na regido distal
estabelece ligacdes de hidrogénio com o residuo lle-218 e com anel imidazélico do ligante
distal, enquanto o grupo guanidina do residuo Arg-220 encontra-se direcionado para fora do
microambiente do grupo heme. Como esperado a ligagédo do imidazol requer uma reorganizacéo
da estrutura da proteina para acomodacdo do ligante. Esta reorganizacdo é estabelecida
essencialmente pelos residuos lle-215 e 1le-238. O FG loop por sua vez é afastado do grupo

heme devido ao deslocamento do residuo lle-215.

Na tentativa de verificar a importancia da ligacdo de hidrogénio formada entre o
nitrogénio do imidazol e H,O Hao e colaboradores *° utilizaram metil-imdazol como ligante,
uma vez que no lugar do hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel imidazélico tem-se um grupo
metil, impossibilitando a ligacdo de hidrogénio com a H20. Inicialmente foi proposto que a
ligag&o de hidrogénio entre o nitrogénio do imidazol e a mesma molécula de H>O que interage
lle-218 (FG loop) estaria contribuindo para uma rede de interacdo que possibilitaria

comunicagdo entre o grupo heme e FG loop, de forma analoga ao que ocorre com Arg-220 nas
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formas oxi e cianomet-BjFixLH. Entretanto a estrutura determinada para a proteina Melm-
BjFixL revela que apesar de ndo haver formacdo de ligagcdo de hidrogénio com o anel
imidazdlico com a molécula de H20O a alteragdo conformacional observada no FG loop para a
forma Imz-BjFixL é mantida, indicando que esta alteracdo ndo é essencial para alteracédo

conformacional.

Foi proposto anteriormente por Gilles-Gonzalez e colaboradores *° que a propriedade
que regularia a atividade catalitica da proteina FixL seria a alteracdo de estado de spin do &tomo
de ferro do grupo heme. Os autores relataram que compostos de alto spin gerariam a
conformacao ativa da proteina e compostos de baixo spin gerariam a conformacao inativa. Isto
foi suportado por alguns anos por evidéncias de que O,, CN™ e imidazol inativam a proteina *
43,50.54 Entretanto a atividade catalitica da proteina BjFixL foi determinada em sua forma CO-
BjFixL e NO-BjFixL por Hao e colaboradores *°. Foi observado que a proteina permanecia no
estado ativo, apesar de ambos serem ligantes de campo forte e gerarem compostos de baixo
spin. As estruturas da proteina na forma CO-BjFixL e NO-BjFixL corroboram com o0s ensaios
de atividade enzimatica. Para ambas as estruturas ndo foram observadas alteracdes
conformacionais no FG loop e o residuo Arg-220 permanece na mesma posi¢cdo em que se

encontra na proteina néo ligada.
1.4.1 FixL hibrida do Rhizobium etli

Mais recentemente, uma nova FixL do organismo Rhizobium etli (ReFixL) comecou a
ser estudada. Esta se trata de uma hemeproteina sensora e histidina quinase hibrida, que
adicionalmente aos dominios citados anteriormente para proteinas FixL, possui um dominio
receptor bastante similar ao de seu substrato FixJ na posi¢do C-terminal. Portanto, este sistema
promove a autofosforilagdo do residuo histidina seguida pela transferéncia do grupo fosforil
para o residuo aspartato em seu dominio C-terminal, assim, tornando possivel o estudo de
ambos os fenbmenos na mesma proteina. A estrutura desta proteina ainda nao foi resolvida,
entretanto, por meio de alinhamento das sequéncias das proteinas ReFixL e BjFixL (residuos 1-
490) observou-se que as proteinas sdo 49,5% similares e 33% idénticas. Residuos conhecidos
por influenciar na afinidade da proteina BjFixL por O» foram conservados na proteina ReFixL,
sendo eles His-193, His-199, His-280, Arg-213, analogos aos residuos Arg-206, His-200, His-
291 e Arg-220 na proteina BjFixL, respectivamente. No dominio receptor foi conservado o
residuo Asp-573, encontrado na posic¢do 55 e 54 nos RR BjFixJ e RmFixJ, respectivamente.
Similarmente a BjFixL, esta proteina é sollvel e contém dois dominios PAS seguidos, onde no

segundo encontra-se um grupo heme, assim como nos outros sistemas FixL.
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Dentre as proteinas FixL, ReFixL ¢é a que se tem menos informacdes a respeito. Dentre
0s poucos estudos realizados destaca-se o trabalho de Sousa e colaboradores 2, onde foi feito
um estudo comparativo das formas nativa (ReFixL), uma forma truncada da proteina (APAS1
ReFixL), onde foi retirado o primeiro dominio PAS1 e a forma mutante D573N ReFixL, onde
o residuo Asp-573, possivel residuo fosforilado pelo residuo fosfo-histidina, foi substituido por
um residuo aspargina ndo fosforilavel. As trés formas estudadas da proteina sdéo homodiméricas
em seus estados ativo e inativo, indicando que as alteracbes conformacionais regulatorias ndo
influenciam na estrutura quaternaria da proteina. A proteina ReFixL se comporta de forma
similar a outras proteinas FixL, entretanto, com algumas particularidades observadas. ReFixL
mostrou a mais baixa afinidade por oxigénio vista para um sensor de oxigénio (K¢=738 pmol
L), Porém, apesar da baixa afinidade por oxigénio, ReFixL apresenta excelente regulagdo por
oxigénio, mesmo em ar, onde ele se mostra apenas 26% saturada com Oz, e a atividade histidina
quinase é totalmente desativada. Na presenca dos ligantes NO e CO, a proteina é facilmente
saturada, entretanto, a regulacdo de sinal por estes ligantes é muito baixa, mantendo a proteina
basicamente ativa. A remogéo do dominio PAS1 (forma APAS1) e substitui¢éo do residuo Asp-
573 (forma D573N) por aspargina influenciou positivamente na afinidade da proteina por
oxigénio, com um aumento de 8 e 2 vezes, respectivamente, o que levou os autores a afirmarem
que os dominios PAS1 e dominio receptor C-terminal devem interagir de alguma forma
diretamente com o dominio heme-PAS. Uma outra diferenca importante entre 0s sistemas
BjFixL e ReFixL seria a presenca de um residuo histidina na regido distal do grupo heme da
proteina ReFixL, enquanto na BjFixL esta posicdo € ocupada por um residuo arginina. No
sistema DosP na E coli esta posicdo também é ocupada por um residuo histidina, entretanto, a
afinidade da proteina por Oz é aproximadamentel0 vezes maior que a da proteina ReFixL,

portanto, este ndo pode ser o Unico fator determinante desta diferenca de afinidades °.

A remocéo do dominio PASL1 aboliu a reacéo de fosforilacdo da proteina, enquanto a
substituicdo do residuo Asp-573 por aspargina apenas tornou a reacdo de autofosforilagcdo
pronunciadamente mais lenta que na forma nativa, sendo também perdida regulacdo. Desta
forma, os autores concluiram que a remocao do grupo PAS1 manteve a proteina na sua forma
inativa com perda de sua capacidade de regulacdo, bem como a mutacdo D573N, entretanto

neste Ultimo caso a proteina foi mantida majoritariamente na sua forma ativa.
1.5 Eletroquimica de sistemas hemeproteinas sensoras

Uma propriedade importante das hemeproteinas que ndo tem sido bem explorada € seu

potencial de reducéo padréo, E°. Para estudos de potencial em sistemas bioldgicos normalmente
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utiliza-se a nomenclatura denominada por Leonor Michaelis para potencial de meia altura Em
(midpoint potential), diferente da usada para sistemas quimicos, E° devido as condices para
potencial de reducdo padréo ndo serem aplicaveis a estes sistemas. Deste ponto em diante esta
nomenclatura sera utilizada neste documento para potencial de reducéo de proteinas. Na familia
PAS apenas BjFixL e EcDOS tem seus potenciais de redugdo conhecidos, e estes foram
determinados apenas para o dominio heme-PAS isolados " °. Ballandi e colaboradores °
determinaram o En, da proteina BjFixLH e suas formas mutantes. As mutagdes foram escolhidas
de forma a modificar as interacdes eletrostaticas no residuo Arg-220, assim, este residuo foi
substituido pelos residuos isoleucina (R220l), &cido glutdmico (R220E), glutamina (R220Q) e
histidina (R220H). Os perfis espectroscopicos dos mutantes foram muito semelhantes ao da
proteina BjFixLH, exceto para o mutante R220H, que apresentou o comprimento de onda
méaximo da banda Soret no estado oxidado em 408 nm em pH 7,4, que remete a possivel
coordenacdo de uma molécula de H20. Curiosamente, os autores observaram que em pH 3,8 0
perfil assemelhava-se ao da proteina BjFixLH. De fato, os dados de espectroscopia de
ressonancia Raman mostram que possivelmente em pH 7,4 a proteina encontra-se coordenada
a uma molécula de H2O e o residuo His-220 deprotonado formando uma ligag&o de hidrogénio
com agua °. Entretanto em pH 3,8 o residuo encontra-se protononado e nio ha formagéo da
ligagdo de hidrogénio, desestabilizando a ligagdo levando a forma pentacoordenada. O Em
determinado para este mutante foi 40 mV, que assemelha-se ao da proteina SWMb, que
similarmente encontra-se hexa-coordenada no estado férrico e penta-coordenada no estado
ferroso °. O Em medido para as formas BjFixLH, R220I, R220Q, R220E BjFixL foram de 68
mV, 38 mV, 41 mV e 24 mV, respectivamente. Assim, a substituicdo do residuo arginina
positivamente carregado pelos residuos neutros de isoleucina e glutamina provocaram uma
diminuicdo do potencial de aproximadamente 30 mV. Enquanto a substituicdo pelo residuo de
acido glutdmico provocou uma diminuicdo de cerca de 45 mV no potencial de reducdo da

proteina, sendo atribuido a deprotonacdo do acido glutamico.

O estudo eletroquimico destes sistemas € particularmente relevante para embasar seu
papel como sensores. Além disto, informacBes importantes em relacdo ao microambiente e
ligantes axiais do grupo heme podem ser obtidas utilizando técnicas eletroquimicas & 7 56-%8,
Apesar da maior parte dos sistemas de hemeproteinas sensoras possuirem em sua estrutura um
grupo heme do tipo b, pode existir uma diferenca significativa em seu potencial de redugéo.
Estas diferengas dependem largamente da coordenacdo da estrutura, nimero de ligantes, tipos

de ligante axial, hidrofibicidade/hidrofilicidade do microambiente do grupo heme, interacGes
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do grupo heme com residuos aminoé&cidos, distorcGes e efeito estérico. Adicionalmente, 0 grupo
heme desencadeia mudancas conformacionais que sdo fortemente relacionadas com o
enovelamento do sensor, 0 que possivelmente causa variagfes em seu potencial de reducéo.
Portanto, o entendimento desta relacdo é fundamental para a elucidacdo do mecanismo de
transducéo de sinal. Apesar disto, apenas alguns estudos eletroquimicos foram realizados para
sistemas de hemeproteinas sensoras, e a maior parte deles apenas para o dominio isolado do
grupo heme, o que pode ter diferenca significativa em relacao a proteina inteira, especialmente
guando esta encontra-se ligada a determinados ligantes que causam mudancas conformacionais
no dominio quinase. Entretanto, a determinacdo do potencial de reducdo destes sistemas,
especialmente sistemas maiores que 10 kDa, ndo é simples quando comparada a estudos
eletroquimicos de moléculas inorganicas ou organicas. Devido ao seu tamanho, a difusdo de
uma proteina a superficie eletrodica é bastante limitada, refletindo seus baixos coeficientes de
difusdo, geralmente com 1 ou 2 ordens de magnitude menores que moléculas pequenas. Com
isto 0 acompanhamento da reacdo de transferéncia de elétrons heterogénea é comprometido
pelo controle difusional. Uma alternativa é a adsorcdo da proteina a superficie eletrodica
modificada a fim de favorecer a interacio da proteina com o eletrodo®® . Esta medologia é
comumente chamada de eletroquimica direta ou PFV (Protein Film Voltametry). Nesta
metodologia é empregada uma quantidade muito pequena de proteina (normalmente menor que
1 pmol/cm?)®, o que é bastante atrativo nesta linha de pesquisa, uma vez que a obtencéo de
proteinas é bastante dispendiosa em custo e tempo. O filme da proteina normalmente é estavel
e pode ser utilizado por horas para aquisi¢cdo de dados, em alguns casos com o apropriado
armazenamento pode ser utilizado por dias ®. O sucesso desta metodologia nem sempre é
atingido. Algumas dificuldades tipicas encontradas sdo: orientacdo da proteina de forma que a
reacao de transferéncia de elétrons ocorra, quantidade de proteina adsorvida ser suficiente para
observacao de corrente (especialmente para sistemas ndo-cataliticos), estabilidade do filme,
alteracdo de propriedades da proteina pelo eletrodo e no caso de sistemas enzimaticos, que 0
substrato e produto da enzima néo sejam eletroativos. Uma abordagem viavel em casos que néo
é possivel o estudo do potencial de redugdo da proteina por reacéo de transferéncia de elétrons
heterogénea é o uso de moléculas de baixa massa molecular como mediadores redox, que sao
capazes de sofrer reacdo de transferéncia de elétrons heterogénea com a superficie eletrodica e
reacdo de transferéncia de elétrons homogénea com a proteina em solucdo, estabelecendo
rapidamente o equilibrio. Todavia, esses agentes devem ser estaveis em sua forma reduzida e
oxidada,estabelecer equilibrio de transferéncia de elétrons homogénea rapida com a proteina,

ndo possuirem intensas bandas espectroscopicas na mesma regido das bandas da proteina e
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possuirem potencial de redugdo proximo ao da proteina em estudo. A Figura 15 apresenta uma

ilustracdo do uso de mediadores redox.

Os mediadores historicamente mais utilizados para este fim sdo moléculas organicas
como benzoquinonas, naftoquinonas, diaminas aromaticas, viologénios ®% %, A maior parte
destes mediadores sofrem reacdo de transferéncia de dois elétrons, com exce¢do dos
viologénios, que possuem sua reagdo de dois elétrons com um grande intervalo entre o potencial
do primeiro e segundo processo redox, sendo possivel estabilizar apenas o primeiro processo
de 1 elétron %2, Do ponto de vista pratico é mais vantajoso que se tenha um mediador com uma
reacdo de transferéncia de elétrons simples, pois se considerarmos o termo pré-logaritimico da
equacdo de Nernst (59 mV/n) tém-se a variacdo de potencial de 59 mV em relacéo ao E° do
mediador para cada variacdo de 10 vezes na razdo das concentracOes das formas
oxidada/reduzida do mediador. Este valor define a faixa de potencial na qual um mediador é
capaz de estabilizar o potencial da solugcdo. Enquanto um mediador com processo de
transferéncia de dois eletrons possui uma faixa de estabilizacao de potencial de apenas 29,5 mV
+ em torno de seu E°%% ¢ Em uma titulagdo espectroeletroquimica deve-se manter sempre o
menor nimero possivel de mediadores, respeitando-se suas devidas faixas de trabalho. Com
isto torna-se mais vantajoso o uso de mediadores com transferéncia de apenas 1 elétron.

Figura 15 — a) llustracdo comparativa de uma reacdo de transferéncia de elétrons para
moléculas pequenas e proteinas e b) llustracdo do uso de mediadores para estudo de reacdo de

transferéncia de elétrons de proteinas.
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Uma nova classe de mediadores vem sendo utilizada nos dltimos anos, que s&o
baseados em compostos de coordenagcdo. Normalmente, estes compostos sofrem reacdo de
transferéncia de elétrons simples. Séo facilmente utilizados em solugfes aquosas, com faixa de
potencial determinada pela reacdo de oxidacao da agua e reducdo de protons em pH de interesse
bioldgico. Bernhardt e colaboradores ® sintetizaram complexos metalicos de cobalto e ferro
(Figura 16), cujos processos redox abrangem uma faixa de aproximadamente 1000 mV (415
mV a -555 mV). Uma caracteristica interessante destes complexos € que os ligantes utilizados
sdo macrociclicos, diminuindo a possibilidade de interagcdes laterais com a proteina ou
substituicdo de ligantes em ambos os estados de oxidagdo do complexo, 0 que prejudicaria a
reversibilidade do processo. Uma vantagem adicional dos complexos utilizados séo suas baixas
absortividades na regido do visivel. A maior parte das suas transi¢cfes sao pouco intensas do
tipo d-d (e < 1 000 mol™*Lcm™), enquanto cromdforos como grupo heme, flavinas, clusters Fe-
S possuem ¢ > 10 000 mol*Lcm™ %, Isto possibilita sua utilizagdo em relativamente altas
concentracfes em relacdo a proteina em questdo, o que ndo é possivel quando se utiliza
mediadores organicos. Desta forma esses compostos tornam-se bastante Uteis na determinacdo

do potencial de reducéo de proteinas com baixa absortividade molar.

Figura 16 — Mediadores redox reportados por Bernhardt e colaboradores ®*e seus respectivos

potenciais redox em pH 7,0.
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Entre os compostos da série pode-se observar que ha um intervalo de potencial (+150
a -150 mV) que ndo foi bem coberto pelos mediadores reportados. Em publicacdo recente
Bernhardt e colaboradores sintetizaram novos complexos para a série preenchendo o intervalo

citado. Foram utilizados complexos de Co'"

com doadores N3Ss. O potencial destes complexos
foi ajustado para a faixa de potencial desejada por meio da substituicdo de ligantes axiais para
o complexo [Co(XMeN3Sssar)]™ (X=-NO2,—Cl,—NH.—OH e—-NMe"3), que satisfatoriamente

cobrem a regido de potencial +200 a -200 mV*®°.

Os mediadores citados podem ser utilizados em potenciometria ou
espectroeletroquimica, onde a proteina é gradativamente reduzida/oxidada por meio da
aplicacdo de potencial utilizando a técnica de cronoamperometria e, simultaneamente,
determina-se a concentracdo da espécie oxidada e reduzida utilizando uma técnica
espectrosclpica como espectroscopia UV-Vis, resonancia paramagnética eletronica (EPR) ou
dicroismo circular®,

Na presenca das espécies reduzida e oxidada, a medida da absorbancia da solugéo torna
possivel a determinacdo das concentracdes das espécies, cuja coexisténcia é determinada pela
presenca de um ou mais ponto isoshéstico. Uma combinacéo das leis de Nernst e Lambert-Beer
leva & uma equacio em que a absorbancia da solugdo é fungio do potencial da solugao ®4°"

Considerando-se um sistema com reacdo de transferéncia de elétrons simples entre as

espécies oxidada (0x) e reduzida (red)
ox + le =red Equagdo 1

Para este sistema a absorbancia em qualquer comprimento de onda é uma medida da
concentracdo relativa das espécies oxidada e reduzida se aplicada a lei de Lamber-Beer, em que
a concentracdo e coeficiente de extingdo das espécies oxidada e reduzida s@o referentes ao
mesmo comprimento de onda. A presenga de um ou mais pontos isoshésticos suporta a equagdo
abaixo:
AbS = &,4Cox + EredCred Equagdo 2

A concentragdo total da espécie € dada pela soma das formas oxidada e reduzida

Ciot = Cox + Cred Equagdo 3
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A equacdo de Nernst relaciona as concentracfes das espécies oxidada e reduzida com o

potencial da solucéo e seu potencial formal E?':

9 Cox

E=E” + Zlog Equagéo 4
n Cred
Rearranjando a equacao 4:
Cox = Cred10”(’5_’50’)/59 Equacao 5
Substituindo a equacdo 5 em 2
n(E-E9")
Abs = (€5, 107 59+ &.04)Crea Equacao 6
Substituindo a equacdo 5 em 3 temos
—_ Ctot ~
Cred = Ton(E-EO)/5911 Equacao 7
Substituindo equacdo 7 em 6
n(E-E%)/59
Abs = (£0x10 + &red)Ctot Equagéo 8

1+ 1011(E—E0’)/59

Os produtos €,,Cror € EreqCror FEPresentam os limites de absorcdo quando a proteina se

encontra totalmente oxidada, ou reduzida, respectivamente. Substituindo na equagéo 8 temos:

0/
_ Absox10™ME-ETN/594 aps, .4
- 1+ 1011.(E—E0,)/59

Abs

Equagdo 9

Em uma titulacdo espectroeletroquimica partindo do valor de potencial aplicado, E, e

os valores das absorbancias registrados para espécies oxidada (Aox) e reduzida (Ared) € COM 0S
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valores de c;or, €05 € Er0q CONhecidos torna-se possivel calcular os valores de E%e n por ajuste

n&o linear, isto foi feito utilizando uma plataforma no excel (Reactlab-Redox) .
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O mecanismo de transducdo de sinal da FixL tem sido associado, majoritariamente, as
mudancas nos contatos de residuos distais com 0s grupos heme os quais, concomitantemente,
experimentam distorgdes no grupo heme. Estudos espectroscopicos e eletroquimicos®® com
outras hemeproteinas sensoras mostraram comportamento similar, onde residuos aminoacidos
em contato com 0 grupo heme sdo sensiveis a ligacdo com ligantes gasosos. Para proteinas
FixL, todavia, poucos estudos eletroquimicos foram realizados e, dentre estes, apenas com 0
dominio heme isolado, ou seja, a proteina nativa nao foi estudada o que pode levar, inclusive,
a conclusdes erroneas, uma vez que ndo foram considerados os efeitos de mudancas
conformacionais promovidos pela presenca de outros dominios sobre os valores de potenciais®
9. 66, 67 Na verdade, a ligagdo do gas sinalizador ao grupo heme desencadeia alteracoes
conformacionais que aparentemente estdo fortemente ligadas com contatos entre dominios do
sensor e possivelmente interagdes dominio-dominio®. Tais alteragdes devem afetar o potencial
de reducéo, tornando o entendimento desta relacdo uma etapa fundamental para o conhecimento

do mecanismo de transducdo de sinal.

O objetivo deste trabalho é estudar a proteina FixL do organismo Rhizobium etli livre de
coordenacdo, bem como ligada a diferentes moléculas. Para tanto foram utilizadas técnicas
espectroscopicas e eletroquimicas, usando mediadores redox, cujos espectros sdo obtidos a
medida em que a proteina é gradualmente reduzida/oxidada sob a aplica¢do de um determinado

valor de potencial.

Especificamente, foram os seguintes 0s objetivos contemplados:

M Expressdo heter6loga (em Escherichia coli, cepa MC1061) da proteina FixL do
organismo Rhizobium etli a partir do plasmideo pRET31 utilizando a técnica de
DNA recombinante;

(i) Isolamento e avaliacdo da pureza das proteinas ReFixL;

(ili)  Determinacédo, por titulacéo espectroeletroquimica, dos potenciais redox da proteina
ReFixL nas formas ndo ligadas e ligadas as moléculas: Oz, CO, CN~ e imidazol e

verificacdo de sua relagdo com atividade quinase da proteina;

3 MATERIAIS E METODOS
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O processo de clonagem do gene da proteina ReFixL foi feito no laboratério da
Professora Marie Alda Gillez-Gonzalez (University of Texas Southwestern Medical Center) e
gentilmente cedido ao nosso laboratorio.

3.1 Transformacao das células Escherichia coli (MC1061)

Foi realizada a transformacao quimica das células de Escherichia coli (cepa MC1061),
que consiste na insercdo do plasmideo na célula bacteriana. Vale ressaltar que todo o processo
foi realizado com solucdes devidamente esterilizadas. As esterilizacbes foram feitas por
autoclavagem, pressdo de 1 atm a 121 °C, por 15 minutos, utilizando um autoclave Phoenix.
Todos os reagentes utilizados no procedimento de transformacéo foram de procedéncia Sigma-
Aldrich. Antes do processo de transformagdo faz-se necessario tornar as células da bactéria
competentes. Isto é feito por meio do crescimento de 50 mL de cultura da bactéria E. coli em
meio Lauria-Bertani (LB), que € constituido de triptona 10 g L%, extrato de levedura5g L' e
NaCl 10 g L. Esta solucio foi mantida em uma incubadora Tecnal TE420 a 37° C, a uma
rotacdo de 225 rpm. Quando a cultura atingiu uma densidade de células adequada (Asoonm ~0,5,
aproximadamente 4h) foi transferida para um tubo de Falcon e resfriada em gelo por 10 min.
Ap6s isto a cultura foi centrifugada a uma rotacéo de 2500 rpm (rotor Sigma de angulo variavel
Sigma 11650) por 10 min a 4°C em uma centrifuga Sigma 16-6K. O sobrenadante foi
descartado e as células resuspendidas em 15 mL de TRIS pH 7,0 10 mmol L e CaCl, 50 mmol
L. Esta mistura foi resfriada em gelo por 15 min, centrifugada a uma rotacdo de 2500 rpm
(rotor Sigma de angulo variavel Sigma 11650), a 10 °C por 10 min e resuspendida em 4 mL de
TRIS pH 7,0 10 mmol L* e CaCl>50 mmol L. Este processo é responsavel por tornar a célula

permedavel para a captacdo do plasmideo no processo de transformacao.

As células bacterianas foram transformadas com plasmideo pRET31. Foram
homogeneizados 195 pL de células competentes e 5 pL de plasmideo. Esta mistura foi resfriada
em gelo por 30 min, em seguida, aquecida a exatamente 42°C por 2 min, e imediatamente
transferido para banho de gelo. Este choque térmico aliado ao uso do CaCl, anteriormente, é
responsavel por tornar a membrana das células permeavel ao plasmideo. Feito isto foram
adicionados 800 pL de meio LB e esta mistura incubada a 37°C a um agitagéo de 225 rpm por
1h. Ao término do periodo de incubacdo o meio de cultura contendo as células transformadas

foi centrifugado a uma rotacédo de 2500 rpm (rotor Sigma de angulo fixo Sigma 12130) a 4°C
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por 10 min, o sobrenadamente descartado, as células resuspensas em 150 pL de meio LB e 1,5
UL de ampicilina 100 mg mL™, de procedéncia Sigma-Aldrich. Esta mistura foi uniformemente
espalhada em placas de meio de cultura solido LB agar 40 g L™ (procedéncia MO BIO) e
ampicilina 0,1 mg mL™. As placas foram incubadas a 37°C por 16h para crescimento de culturas
de bactéria contendo o plasmideo de interesse. Uma coldnia foi recolhida e aplicada em novas
placa de LB agar contendo 0,1 mg mL™ de ampicilina realizando procedimento de restreak, e
incubadas a 37°C por 16h para crescimento de culturas de bactéria contendo o plasmideo de

interesse.

3.2 Producéo da proteina ReFixL

Uma cultura de células contendo o plasmideo da proteina ReFixL foi incubada a 37°C
em 50 mL de meio LB contendo o antibidtico de sele¢do ampicilina 0,1 mg mL™ a uma agitacéo
de 225 rpm em erlenmeyer de 250 mL para garantir oxigenagdo. A solucdo foi mantida em
incubadora Tecnal TE420 por 16h. Apds o tempo de incubacdo o meio de cultura foi
centrifugado a 4500 rpm (rotor Sigma de angulo variavel Sigma 11650) a 25 °C por 15 min e
as células precipitadas foram resuspendidas em 2 mL de meio de cultura LB contendo
ampicilina 0,1 mg/mL, esta solucéo foi utilizada como indculo para crescimento em biorreator
de applikon 5L, Figura 17, que permite controle de oxigenagdo, temperatura, pH, adicdo de
solugdes de alimentacéo e agitacdo. Na Tabela / foram detalhadas todas as solugdes utilizadas
na fermentacéo e os detalhes de esterilizagdo. As solucdes de meio de cultura LB 25 g L™,
KH2P0O40,18 mol L™t e Na,HPO4 0,34 mol L foram esterilizadas diretamente no biorreator, por
isso 0 maior tempo de esterilizacdo. Algumas soluc6es foram esterilizadas por meio de filtracdo
devido & instabilidade dos componentes a temperatura de esterilizacdo por autoclavagem.

Antes da esterilizagdo do biorreator o eletrodo de pH foi devidamente calibrado
utilizando dois pontos de calibragéo, solucdes padrédo pH 4,0 e 7,0, de procedéncia Dindmica®.
Apos esterilizagdo do biorreator todas as linhas e conexdes dos eletrodos de pH e oxigénio
foram conectados para polarizagdo dos eletrodos por um periodo de 7h. Em seguida foi feita
calibracéo do eletrodo sensor de oxigénio, onde a solucao foi saturada com O de pureza 99,5%
para referéncia 100% de O e em seguida saturado com argénio de 99,998 % para referéncia de
0% de Oz, ambos de procedéncia White Martins.
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Figura 17 — Biorreator Applikon-5L.

Fonte: O autor.

Apbs a calibracdo do eletrodo sensor de oxigénio foram adicionados 10 mL de
ampicilina 100 mg mL™, 8mL de solugéo tracos de metais e 4 mL de CsHsFeO7 40,2 mmol L
1. O processo de fermentacdo foi iniciado com a adigdo do indculo contendo a cultura de células
E. coli com o plasmideo da proteina ReFixL preparado previamente. Neste momento a
oxigenacéo foi mantida a uma taxa de 7%, temperatura a 37° C, pH 7,0 e a glicose foi checada
constantemente a fim de ndo permitir que fosse totalmente consumida. A checagem da glicose
foi feita utilizando uma fita indicadora diastix de procedéncia Bayer, quando o nivel de glicose
comecara a diminuir se iniciava a alimentagdo do meio de cultura por meio da adi¢ao controlada
de solug&o contendo 200 mL de glicose 50%, 100 mL de soluc&o de triptona 200 g L e extrato
de levedura 100 g L, 10 mL de solugéo tragos de metais e 5 mL de [Fe(cit)s]** (citrato férrico)
40 mmol L. Vale ressaltar que a glicose foi utilizada tanto por ser uma fonte de carbono como
por ser um repressor de expressdo do promotor tac. Ou seja, a producdo da proteina sé foi
iniciada quando atingidada uma densidade de células ideal por meio da interrupcdo da

alimentacdo do meio de cultura com solucéo de glicose.

Durante todo o crescimento das células contendo o plasmideo o pH do meio de cultura
foi controlado por meio da adicdo de NH4OH 50%. O crescimento das células foi avaliado por
meio de centrifugacdo de aliquotas do meio de cultura e checagem da densidade de células por
pesagem. A densidade de células ideal para inicio da produgdo da proteina € de 20 g/L. O
momento ideal para interrupcao da repressao de expressao génica pela glicose pode também ser
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monitorado por espectroscopia UV-vis, cuja a densidade 6tica medida em 600 nm deve ser de
aproximadamente 0,6, caso esteja sendo realizado em agitador orbital tipo shaker. Ao atingir
esta densidade celular a alimentacdo com glicose é interrompida, aguardando-se que toda

glicose presente seja consumida, iniciando a expressao génica e producdo da proteina

Durante a expressao da proteina a temperatura foi mantida a 30 °C e a solugdo de
alimentacéo de glicose foi substituida por uma mistura contendo 300 mL de glicerol 50%, 150
mL de triptona 200 g L e extrato de levedura 100 g L, 15 mL de soluc&o tracos de metais,
7,5 mL de [Fe(cit)s]®* (citrato férrico) 40 mmol L. O processo de produgdo ocorre por
aproximadamente 16 h, e para verificar se a proteina foi produzida foram retiradas amostras do
meio de cultura, centrifugadas e a cor das células precipitadas checadas durante todo o processo.
Devido a proteina produzida possuir o grupo prostético heme as células isoladas possuem tom
avermelhado. Quando se observou mudanca de coloracéo do precipitado celular a fermentacéo
foi interrompida e a cultura celular coletada e centrifugada a 12000 rpm (rotor Sigma de angulo
fixo Sigma 12500) por 30 min para remoc¢do do meio de cultura. A massa do precipitado celular
variou de 80-100g. A partir deste momento ndo ha necessidade de manter materiais ou solucdes

esterilizadas.
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Tabela 1 — Solugdes utilizadas na produgdo da proteina ReFixL, concentracOes e detalhes de

esterilizagdo. A alternancia das cores na tabela indica solugdes diferentes.

Composicéo Procedéncia concentragcdo | Forma de esterelizagéo
Meio de cultura LB* Sigma-Aldrich 25¢g Lt 121 °C, 1 atm por 45 min
meio de cultura YT** Fisher 121 °C, 1 atm por 15 min
Ampicilina Sigma-Aldrich | 0,2 mol L™ E:;r)idf* (filro— 0,22
KH2PO4 Sigma-Aldrich | 0,18 mol L™ 1219C, 1 atm por 45 min
NazHPO4 Sigma-Aldrich | 0,34 mol L*! ’

Solucéo Tracos de metais

ZnS04.7H,0 Sigma-Aldrich 1,5 mmol L?

MnS04.7H20 Sigma-Aldrich | 0,78 mmol L*

H3BO3 Sigma-Aldrich | 0,47 mmol L*

NaMo04.2H,0 Fisher 0,22 mmol L 1219C, 1 atm por 15 min
CoCl,.6H,0 Sigma-Aldrich | 0,2 mmol L ’

Kl Spectrum 0,5 mmol L

CuS04.5H20 Sigma-Aldrich | 0,5 mmol L*

H2S04 Vetec 0,25 mol L*

CeHsFeO7 Alfa Aesar 40,2 mmol L* E:Tt]r)idf* me - 822
glicose Sigma-Aldrich | 50% E:]t,]r)idf* (filro— 0,22
Glycerol Sigma-Aldrich 50% 121 °C, 1 atm por 15 min
NH4OH Vetec 50% -

“meio de cultura LB: triptona, extrato de levedura e NaCl na proporgéo 2:1:2

“ meio de cultura YT: triptona e extrato de levedura na proporgao de 2:1, a concentragio usual
do YT €20 g L, entretanto no processo de fermentagao foi utilizada 20 vezes esta concentracéo

(400 g LY
“filtros Millipore 0,22 um

3.3 Purificacéo das proteina ReFixL

Uma vez que as células bacterianas podem produzir milhares de proteinas diferentes

faz-se necessario lancar médo de propriedades fisicas e quimicas para separar a proteina de

interesse das demais tambeém produzidas pelo organismo. A proteina pode ser separada com

base em propriedades como: solubilidade, tamanho, carga idnica, propriedades de adsor¢éo e

afinidade "* . O primeiro passo da purificacéo € a extracio da proteina, como esta se encontra

no citosol foi feito o rompimento da parede celular e extracdo do extrato bruto. Este rompimento
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é realizado com o uso de sonicagdo e lisozima, que é uma enzima que catalisa a digestdo da
parede celular. Foi utilizado um sonicador do tipo sonda de procedéncia Sonics vibracell. Ap6s
as células contendo a proteina ReFixL serem recolhidas ao fim do processo de fermentacéo as
células foram resuspendidas em tampao para lise celular na proporcéo de 2 mL de solucdo para
cada 1g de células. A composi¢do da solucéo utilizada para lise celular encontra-se descrita na
Tabela 2.

Ap0s resuspensdo a solucdo é mantida a temperatura ambiente por 5 min e em seguida
transferida para banho de gelo e séo iniciados ciclos de sonicacdo por 30 e 59 s de repouso por
40 a 60 min até que a solucdo antes bastante viscosa comece a tornar-se fluida e a cor vermelha
intensificada devido ao rompimento das parede e membrana bacteriana dando acesso ao citosol,
onde a proteina foi produzida. Durante o processo de sonicagdo a temperatura foi mantida em
~10 °C. Ap6s sonicacdo a solucéo foi centrifugada a 20 000 rpm (rotor Sigma de angulo fixo
Sigma 12256-H) a 4 °C por 40 min para remogdo dos fragmentos celulares insollveis. O

sobrenadante foi recolhido e adicionada solucdo do agente redutor 2-mercaptoetanol 5 mmol L
1

Tabela 2 — Composi¢ao da solugdo para lise celular.

Composicao Procedéncia Concentracao
tampao TRIS (pH 8,0) | Sigma-Aldrich | 50 mmol L*
NaCl Sigma-Aldrich | 137 mmol L
KCI Amresco 5 mmol L?
Glicerol Sigma-Aldrich | 5%

EDTA Sigma-Aldrich | 1 mmol L™
2-mercaptoetanol Sigma-Aldrich | 10 mmol L*
PMSF Sigma-Aldrich | 0,17 mg mL™?
Lisozima Sigma-Aldrich | 0,1 mg mL™?

Este extrato foi entdo submetido a diversos tratamentos que separaram a proteina em
fragdes com base nas propriedades fisicas e quimicas mencionadas anteriormente. A primeira
propriedade utilizada para purificar a proteina foi a solubilidade, a maior parte das proteinas
globulares tendem a aumentar a solubilidade quando a forca idnica aumenta, fenémeno
denominado salting in, devido a diminuicédo da interacdo proteina-proteina. Porém, quando a
concentragéo salina atinge valores muito elevados (maiores que 1 mol L) o efeito é reverso,

pois as moléculas de sal comegam a competir com a proteina por moléculas de &gua para



64

solvatacdo, e entdo, a proteina torna-se insoluvel, salting out. A proteina precipitada é separada
daquelas em solugéo por centrifugacdo em baixa velocidade, para que ndo ocorra precipitagéo
de proteinas contaminantes. Diferentes proteinas requerem diferentes concentracdes salinas
para tornarem-se insolUveis em um meio, e isto € dependente também da temperatura e pH. O
(NH4)2SO4 tem sido o sal mais utilizado no processo de salting out, devido a sua alta
solubilidade mesmo a baixas temperaturas (3,9 mol L™ em 4gua a 0 °C)"°, efeito estabilizante
para algumas proteinas e previne proteolise. O processo de salting out foi realizado utilizando
solucéo estoque (NH4)2SO44 mol L *(Saturated Ammonium Sulphate-SAS), que foi adicionada
ao sobrenadante de forma que a concentracdo final do (NH4).SO4 fosse 1,6 mol L. Esta
solucdo foi centrifugada a 20 000 rpm (rotor Sigma de angulo fixo Sigma 12256-H) a 4 °C por
30 min. O precipitado foi coletado e se a solucdo sobrenadante ainda apresentasse cor vermelha
seria adicionada solucdo estoque (NH4)2.SO44 mol L™ de forma que sua concentragdo final

fosse 2 mol L.

Apds o processo de salting out iniciou-se 0 uso de métodos cromatograficos para
separar a proteina de interesse das contaminantes. O primeiro método utilizado foi a
cromatografia de interacdo hidrofdbica, em que é feita a separacdo seletiva da proteina com
base na interacéo de regides hidrofobicos a ligantes imobilizados covalentemente & matriz %2,
Neste trabalho foi utilizada resina fenil SEPHAROSE como matriz (agarose com ligacdes
covalentes cruzadas modificadas com grupo fenil). Assim, a proteina foi separada das proteinas
contaminantes por meio de interacdes hidrofébicas ndo especificas. Para eluicdo foi utilizado
etileno glicol (os detalhes experimentais da purificacdo encontram-se detalhados no esquema
da Figura 18).
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Figura 18 — Esquema ilustrativo das etapas de purificacdo da proteina ReFixL.

Fenil sefarose (procedéncia: GE)

equilibrio (SAS 10%)

2 a 5 volumes de coluna (VC) SAS 5%
Eluicéo: 20-30% etileno glicol

Dialise TRIS (pH 8,0) 10 mmol L™*

DEAE (troca ani6nica, procedéncia: GE)

Equilibrio TRIS 10 mmol L* Resina DEAE Resina
Sefarose Superdex 200
Eluigéo: gradiente de concentragdo

(50 a 250 mmol L* NaCl + TRIS 10 mmol L%, pH8,0)
Superdex 200

(cromatografia de excluséo molecular, procedéncia:Amersham Biosciences)

Tampéo de equilibrio: TRIS (pH 8,0) 10 mmol L*+ NaCl 150 mmol L™
As fragdes foram combinadas em funcéo de sua razdo de pureza e checadas por

espectrometria Uv-Vis e eletroforese.

Fonte: O autor.

As fracdes coletadas foram checadas por espectroscopia UV-vis e combinadas de

Az280 nm

acordo com sua razdo de pureza, R, = , para em seguida ser aplicada em coluna de

Soret
troca anidnica. A resina utilizada foi a DEAE sefarose. Esta resina foi empregada devido a
proteina ReFixL estar carregada negativamente no pH de trabalho 8,0, em decorréncia dos seus
valor tedrico de pl 5,8 . A proteina foi eluida por meio de um gradiente de concentracéo de
NaCl, utilizando tamp&o TRIS (pH 8,0) 10 mmol L e NaCl 50 a 250 mmol L. Apds coleta
das fracOes a proteina foi checada por espectroscopia UV-vis e combinadas de acordo com sua
razdo de pureza. As melhores fracdes foram combinadas e aplicadas em resina de excluséo
molecular superdex 200, que se baseia no tamanho molecular da proteina para elui¢ao. Portanto,
diferenciando a proteina de interesse das demais contaminantes com base no seu tamanho. A
resina possui poros que abrangem uma faixa de tamanho molecular relativamente pequena. As

moléculas maiores que os poros sendo eluidas primeiro por ndo passarem por estes. Ja
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moléculas menores que o limite de exclusdo passam pelos poros na ordem de suas massas

moleculares.

A pureza da proteina foi avaliada também por eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis). O gel é formado pela
polimerizacdo de acrilamida e N,N’-metilenobisacrilamida, catalisada por radicais livres
provenientes do persulfato de aménio (5,03~ — 2504 +). A migracdo da proteina ocorre de
acordo com sua razdo carga-massa. O método utilizado foi o0 SDS-PAGE, onde o surfactante
SDS (dodecilsulfato de sddio) se liga a proteina em quantidade proporcional a sua massa
molecular, levando a proteina a sua forma desnaturada devido a associacdo as cadeias
hidrofobicas da proteina. Com isto SDS contribui com uma grande carga negativa, tornando a
carga da proteina insignificante. Assim, diferentes proteinas sao separadas apenas em razao da
sua massa molecular. O gel foi preparado utilizando o sistema de montagem BIO-RAD e para
aplicacdo de potencial foi utilizada fonte FB300 Fisher scientific. O tamanho dos poros é
controlado pela porcentagem de acrilamida no gel, para ambas as proteinas foi utilizado gel de
acrilamida 10%. Os componentes do gel foram homogeneizados de acordo com as quantidades

descritas e deixados em repouso por 20 min para polimerizacao.

Tabela 3 — Composi¢ao de géis utilizados para eletroforese (SDS-PAGE). Todos os

reagentes utilizados foram de procedéncia Sigma-Aldrich.

Composicao dos géis (:EI de alinhamento, Gel de separagao, pL
Tampdo de alinhamento 450 )
(TRIS pH 8,8 0,375 mol L)

Tampado de separagdo (TRIS | 1250
pH 6,8 0,125 mol L)

Ac.rllamlda/Blsacrllamlda 995 1950
37:1

SDS 10% 18 50
Persulfato de amoénio 10% 13,5 38
TEMED 5 55
(tetrametiletilenodiamina) '
H20 1110 2450

Foram retiradas aliquotas das fragdes da proteina ReFixL aplicadas em cada coluna e

estas amostras foram analisadas por eletroforese. As amostras foram previamente desnaturadas
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na presenca do tampdo amostra (descrito naTabela 4) e aquecidas a 100 °C por 4 min. Estas
solugdes foram aplicada nos pogos do gel de acrilamida e aplicado potencial de 150 V por 40-
60 min. Em seguida, o gel foi retirado do suporte e corado em solucdo azul de Coomassie
5g/L(procedéncia Sigma-Aldrich), acido acético glacial 7,5 % (procedéncia Vetec) e metanol
45% (procedéncia Vetec) por 30 min sob agitacdo para visualizacdo das bandas da proteina em
estudo. O excesso da solucdo corante foi retirado lavando-se o gel exaustivamente em solugéo
descorante contendo acido acético glacial 7,5% e metanol 45%. Apos isto foi registrada uma

foto do gel utilizando um fotodocumentador BIO-RAD.

Tabela 4 — Composi¢do do tampao amostra para desnaturagdo da proteina.

Composicéo Procedéncia Concentracéo
t6ar7npéo TRIS pH Sigma-Aldrich 0,125 mol L™
S1DS Sigma-Aldrich 4%

Glicerol Sigma-Aldrich 1 mmol L

2- mercaptoetanol | Sigma-Aldrich 0,7 mol L*
Azul de bromofenol 0,2 mg mL™?

3.4 Espectroeletroquimica

A titulacdo espectroeletroquimica consiste na aplicacdio de potencial e
acompanhamento dos processos redox da espécie eletroativa por uma técnica espectroscopica
a qual esta espécie responda. No presente estudo, a técnica utilizada foi espectroscopia UV-vis.
Foi utilizada para isto uma cubeta espectroeletroquimica (OTTLE-optically transparent thin-
layer, de caminho 6tico de 0,1 cm, de procedéncia) com uma malha de ouro ou platina como
eletrodo de trabalho, um fio de platina como eletrodo auxiliar e AgIAgCI/CI saturado(196 mV
vs ENH) como eletrodo de referéncia. Todos os potenciais descritos neste trabalho foram
convertidos para o potencial versus eletrodo normal de hidrogénio (ENH). A cubeta utilizada
neste trabalho foi uma OTTLE (Bioanalytical Systems Inc., BASi), assim como os eletrodos,
feitos sob medida para os encaixes da cubeta. A Figura 19 apresenta uma ilustracdo desta

cubeta.
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Figura 19 — Cubeta utilizadas nos experimentos de titulacdo espectroeletroquimica.

Fonte: O autor.

Foram utilizados preferencialmente compostos de coordenagdo com ligantes
macrociclicos como mediadores, entretanto, alguns dos sistemas estudados apresentaram
reacdo redox fora da faixa de potencial de trabalho destes mediadores, desta forma fez-se
necessario o uso de mediadores comerciais para estes sistemas. Os mediadores Fe(NOTA),
[Fe(tacn2)]Cls, [Co(NMes).sar]Cls, [Co(CLME-N4S2-sar)]Cls,  [Co(AMME-NsS-sar)]Cls,
[Co(sep)]Cls, [COAMMEsar)]Cls, Co(AMN4Szsar)]Cls e [Co(trans-diammac)](ClO4)z foram
sintetizados de acordo com procedimentos publicadas na literatura 8 7. Além destes foram
utilizados os mediadores 2,5-dihidroxibenzoquinona (procedéncia Lancaster), [Ru(CN)e]Cls,
Ferrocenemetanol e hidroquinona, todos de procedéncia Sigma-Aldrich. A solucdo eletrolitica
foi composta de tamp&o TRIS (pH 8,0) 35 mmol L™ e NaCl 100 mmol L como eletrdlito de
suporte. Para o sistema ReFixL na presenca de cianeto foi necessaria a realizacdo da titulacao
espectroeletroquimica em pH 9,5. Os mediadores e ligantes utilizados em cada sistema serao
especificados nos proximos itens. Os mediadores utilizados, seus respectivos potenciais versus
eletrodo normal de hidrogénio e concentracdes nas quais foram utilizados encontram-se
descritos na Tabela 5. Cada mediador foi associado a uma letra para fim de simplificacdo da

descricdo das solucdes eletroliticas detalhadas adiante.
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Tabela 5 — Mediadores eletroquimicos, valores de potencial de redugao, EO’, e concentragdes

utilizadas.

Mediador Potencial, mV vs NHE Concentrag&o, umol L
a) [Co(NMes)zsar]Cls +10 100

b) 2,5-Dihidroxibenzoquinona -60 5

€) [Co(CLME-N4S»-sar)]Clz -134 100

d) [Co(AMME-NsS-sar)]Clz -220 100

e) [Co(sep)ICls -296 100

f) [CoAMMEsar)]Cls -380 100

h) [Co(trans-diammac)](ClOa4)3 -551 100

3.4.1 Proteina ReFixL

A proteina ReFixL foi armazenada na sua forma met-ReFixL, sendo evidenciado pela
banda Soret em 395 nm e banda B em 500 nm com ombro a sua direita relativo a banda a 22. O
potencial de reducdo da proteina foi determinado na auséncia de ligantes e na presenca dos
ligantes CO, Oy, imidazol ¢ CN". Todas as titulagdes foram feitas no sentido redutivo e
oxidativo, iniciando-se com a forma oxidada da proteina met-ReFixL 15 umolL™?. As titulacGes
em ambiente anaerdbico foram realizadas em cdmara anaerobica Belle Technology (02 < 10
ppm) a 25 °C, exceto pelo sistema na presenca de CN , onde foi utilizado gas argdnio para
garantir a auséncia de Oz no meio. As faixas de potencial e mediadores foram otimizados para
cada sistema, com os intervalos de potencial aplicado sempre de 50 mV e 25 mV quando
préximo do valor de Em de cada sistema. Cada potencial foi aplicado por 8 min. Antes de se
iniciar a titulacdo espectroeletroquimica para cada sistema foi aplicado um potencial de 300
mV por 20 min para garantir que a proteina se encontrava totalmente em seu estado oxidado.

Os mediadores utilizados em cada sistema foram escolhidos de acordo com seus
potenciais e estudos iniciais de potencial de reducdo para a proteina ReFixL em cada sistema.
A Tabela 6 apresenta a composi¢édo das solucfes para todos 0s sistemas.

O gas CO utilizado neste sistema foi sintetizado por meio da adi¢éo de acido sulfurico a
acido formico, ambos de procedéncia Sigma-Aldrich. Na saida do gas foi acoplado um trapping
contendo silica gel, de procedéncia Sigma-Aldrich, para retirada da umidade. O monoxido de

carbono se coordena ao grupo prostético heme em sua forma reduzida.
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Tabela 6 — Descricdo das condigdes utilizadas para as titulagdes espectroeletroquimicas

realizadas para a proteina ReFixL.

condicoes deoxi CO Oq/ar O imz CN-
Ambiente Anaerébico Aerdbico Aerdbico Aerdbico Anaerébico | Anaerébico
pH 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 9,5
mediadores ab,cde a,cd.e a,cd.e a,cd,e a,cde a,cd.efg
eletrodo de Au Au Au Au Au Pt
trabalho
fn‘-’;tc‘i’f:fial 250 mV 250 mV 300 mV 400 mV 300 mV 200 mV
?“"in"ial -200 mV -250 mV -200 mV 200 mV 250 mV -500 mV
1na
Concentragao NA 0,93 mmolL | 0,20 mmol L | 1,25 mmol L | 200 mmol L | 1 mmol Lt
do ligante
Forma ligada | NA Fe' Fe" Fe" Fe" Fe"!
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rhizobium etli FixL

4.1.1 Purificacdo

A proteina ReFixL foi obtida em sua forma holo, ou seja, com seu grupo prostético
heme tipo b, onde o atomo de ferro central é coordenado ao anel tetrapirrolico no eixo equatorial
e no eixo axial ao residuo His-193. O espectro da proteina ReFixL ao final da purificacéo,
exibido na Figura 20, é composto por trés bandas, a banda Soret em 395 nm, a banda referente
aos residuos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina em 278 nm e a banda 3 em 500 nm
com ombro a sua direita referente a banda a. O comprimento de onda de 395 nm para a banda
Soret é caracteristico do estado met-ReFixL (Fe''") penta-coordenado de alto spin. As bandas B
e o sdo associadas a transi¢des T — m* (aw, a2u — ¢g (1*) do anel porfirinico. A banda a é
menos intensa e ocorre, geralmente, como um ombro da banda  que, normalmente, ganha
intensidade através do acoplamento com modos vibracionais envolvidos nas transicdes
associadas a banda Soret’®. O efeito de ligantes axiais nestas bandas é evidenciado em
complexos de baixo spin. Outra evidéncia do estado férrico de alto spin é a regido onde a banda
[ se encontra e a ocorréncia da banda oo como apenas um ombro da banda . Na presenca de
agente redutor, K4[Fe(CN)s], a banda Soret se desloca para 432 nm e a banda 3 para 560 nm
juntamente com a banda o formando apenas um ombro a sua direita, estes comprimentos de
onda sdo caracteristicos do grupo heme no seu estado deoxi-ReFixL (Fe'") penta-coordenado de

alto spin'é,

Apos eluicdo nas colunas cromatograficas citadas em Materiais e Métodos, item 3.4,
a pureza da proteina foi verificada utilizando espectroscopia obtido na regido do UV-Vis e
eletroforese de gel desnaturante (SDS-PAGE). Para avaliagdo da pureza por espectroscopia

UV-Vis foi calculada a razdo dos valores de absorbancia para as bandas em 278 nm e 395 nm

278

(A—) para cada fracdo coletada durante todo o processo de purificagdo. A banda em 278 nm é
395

utilizada como referéncia das proteinas totais presentes (ReFixL+contaminantes) e a banda
Soret como referéncia da proteina ReFixL. Sendo assim, quanto menor esta razao mais pura a
proteina. As razdes determinadas foram de ~1,1; 0,7 e 0,57 apo0s elui¢do nas colunas de fenil

sefarose, DEAE e superdex 200, respectivamente. A Figura 20 exibe o perfil espectroscopico
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da proteina na forma purificada e uma fotografia do gel de eletroforese desnaturante, onde
foram analisadas aliquotas apds cada etapa cromatogréafica.

Figura 20 — Verificacdo da pureza da proteina ReFixL ap0s os passos de purificagdo. a)
Espectro obtido na regido do UV-Vis registrado em solucio contendo ReFixL 30 pmol L e
tampdo TRIS10 mmol L (pH 8,0) e b) Gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) ao
final dos passos de purificacdo da proteina ReFixL. Pocos: 1fracdo precipitada com sulfato de
amonio; MP-Marcador molecular padrdao (New England Labs); 2- fracdo coletada da coluna
fenil sefarose; 3- fragéo coletada da coluna de troca idnica DEAE e 4- fragdo coletada da coluna
de filtracdo em gel Superdex 200.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na fotografia do gel de poliacrilamida, Figura 20b (pogo 1), que
apresenta as bandas das proteinas presentes ainda no primeiro passo do processo de purificacdo resultante
da precipitagdo com sulfato de aménio. Neste pogo foi verificado a presenca de diversos contaminantes
de diferentes massas moleculares, sendo estas proteinas co-expressas na célula, ainda assim a banda mais
intensa se refere a massa da ReFixL. Estes contaminantes foram seletivamente retirados das amostras
protéicas por meio dos passos consecutivos de purificagdo cromatografica utilizando as colunas fenil
sefarose, DEAE e Superdex 200, como pode ser observado no acompanhamento destas fracGes por
eletroforese apos cada coluna utilizada, Figura 20b. Ao final das etapas de purificacédo (pogo 4, Figura
20b) foi observada a presenga de uma banda concentrada ligeiramente acima da banda do marcador

molecular de 58 KDa e abaixo do marcador molecular de 80 KDa. Esta banda foi atribuida a proteina



73

FixL do organismo Rhizobium etli, que € um homodimero em que cada unidade molecular possui massa

de 70 kDa %, cuja integridade e pureza foram confirmados.

4.1.2 Espectroeletroguimica

O potencial de reducdo de uma proteina determina a energia livre de Gibbs (AG)
necessaria para a interconversao entre os dois estados de oxidacdo. A complexidade de uma
proteina torna possivel que um mesmo cofator presente em sistemas diferentes tenha potenciais
que variam na faixa de 800 mV . Isto ocorre em sistemas protéicos devido a gama de fatores
que podem contribuir para o ajuste deste potencial de acordo com o que 0 sistema precisa para
desempenhar suas funcdes. Moore e colaboradores ® consideraram que ha trés contribuicoes
para a energia livre de Gibbs de uma reacdo redox em uma proteina. AGeen, associada a diferenca
de energia livre de Gibbs entre os dois estados redox resultante de ligantes associados aos
diferentes estados redox, AGel, que resulta de interacGes eletrostaticas entre o centro redox e
grupos polares dos residuos aminoacidos e solvente ™ e AGeonr, que se refere a alteragGes de

energia devido a mudancas conformacionais quando alterado o estado redox da proteina.

Tendo em vista a forma como a transducéo de sinal ocorre em sistemas FixL e 0 que
desencadeia este processo, foram determinados os potenciais redox para a proteina ReFixL na
auséncia e presenca dos ligantes CO, Oz (em ar e Oz puro), imidazol e cianeto. Estas espécies
foram escolhidas por influenciar, comprovadamente, a atividade do dominio funcional histidina
quinase*. Estudos publicadosna literatura utilizando [y-32P] ATP mostraram que nos estados
oxi-ReFixL e cianomet-ReFixL, a proteina tem sua atividade quinase inativada?3. N4o ha relatos
quanto a atividade enzimatica da proteina ReFixL ligada ao imidazol. Estudos realizados para
a proteina BjFixL, entretanto, mostraram que este ligante ndo causa inibicdo significativa
quanto cianeto ou Oz(lj= 4,7 para imidazol, Is= 47 para cianeto e If > 100 para O.), sendo o fator
de inibicdo ljrelacionado a transferéncia do grupo fosforil para o residuo aspartato no regulador
de resposta, é razéo da atividade do estado ndo ligado e atividade do estado ligado’’. Ja para a
proteina RmFixL, o ligante imidazol inibiu a atividade enzimatica de forma mais eficaz que o
ligante O, (1;>260 para imidazol, It = 2 para cianeto e It > 100 para O2)"®. Dentre os sistemas
FixL, apenas a proteina BjFixL teve seu potencial de redu¢do determinado; ainda assim, apenas
para 0 dominio hémico isolado®. Desta forma, foi determinado o potencial de redugio da
proteina em diversas formas, em que a proteina tem sua atividade quinase ativa e inativa, a fim

buscar correlacionar a atividade enzimatica com o potencial de reducao.
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4.1.2.1 deoxi-ReFixL

Experimentos foram realizados visando a determinagéo do potencial de reducéo da
proteina ReFixL em ambiente anaerdbico e na auséncia de ligantes. A solucéo eletrolitica foi
composta da proteina ReFixL 15 pmol L, os mediadores [Co((NMes)zsar)]Cls 100 pumol L,
2,5-dihidroxibenzoquinona 5 pmol L, [COCLME-N4S;-sar)]Clz 100 pumol L* [CoOAMME-
NsS-sar)]Cls 100 pmol L™e [Co(sep)]Cls 100 umol L™, tamp&o TRIS (pH 8,0) 35 mmol Lte
NaCl 100 mmol L Neste trabalho evitou-se a utilizacdo de mediadores organicos devido as
possiveis interferéncias no espectro eletrénico, como mencionado no subitem 1.5. Os primeiros
experimentos, todavia, ndo apresentaram reprodutibilidade, apesar dos potenciais calculados
estarem sempre na faixa compreendida entre + 10 mV e -134 mV, cujos extremos correspondem
aos valores de potenciais de meia-onda dos mediadores [Co((NMez)zsar)]Cls e [CoOCLME-
N4S.-sar)]Cls, respectivamente. Langou-se méo, entdo, do uso do mediador orgénico 2,5-
dihidroxibenzoquinona que preenche a lacuna de potencial entre os dois mediadores citados
acima, desta forma a melhor cobrir o potencial na faixa de interesse. Para minimizar qualquer
interferéncia que pudesse ocorrer devido ao uso do mediador orgéanico, 0 mesmo foi adicionado
em concentracdo vinte (20) vezes inferior aos mediadores inorganicos. O ajuste das razbes de
concentracdo proteina/mediador foi feito caso a caso. Quando ndo ha interferéncias dos
mediadores, suas concentracfes podem ser superiores a da proteina, contribuindo para que o
equilibrio Red S Ox + é seja estabelecido mais rapidamente % . Este aspecto é relevante do
ponto de vista biologico devido ao menor risco de desnaturacdo da proteina durante o tempo do
experimento, além de prover uma idéia mais real da reversibilidade do sistema, ja que o

mediador ndo pode ser o limitante da reacdo de transferéncia de elétrons.

Os experimentos com a proteina ReFixL na auséncia de ligantes foram realizados em
camara anaerdbica. Inicialmente, a proteina encontrava-se em sua forma met-ReFixL. Durante
a titulacdo redutiva foi observada sua conversdao em deoxi-ReFixL e, em seguida, recuperado o
estado inicial met-ReFixL apds titulagcdo oxidativa. Ambas as formas sdo estados ativos da
proteina quinase ReFixL%. Para este sistema, foi utilizado como eletrodo de trabalho uma malha
de ouro. Aplicou-se um potencial de 300 mV por 20 min a fim de assegurar que a proteina se
encontrava totalmente na forma met-ReFixL. Feito isto, foi registrado um espectro do estado
inicial da proteina. O espectro apresentou 0s mesmos valores maximos para as bandas Soret, o

e B que a forma isolada da proteina. O potencial foi variado de250 mV a -100 mV em intervalos
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de 50 mV e de 25 mV quando préximo do valor de Em do sistema em estudo. O tempo de
aplicagdo do potencial foi otimizado em 8 minutos, visto ndo serem observadas alteracdes
espectrais apos esse periodo. Este tempo foi fixado para todos 0s experimentos com a proteina
ReFixL apos otimizacdo para cada sistema. Os espectros obtidos encontram-se apresentados na

Figura 21a.

Figura 21 — Titulacdes espectrofotométricas para ReFixL na auséncia de ligantes. a) espectros
UV-Vis registrados durante titulaco redutiva e oxidativa para deoxi-ReFixL 15 pmol L™ na
presenca de [Co((NMes)zsar)]Cls 100 pmol L, 2,5-dihidroxibenzoquinona 5 pumol L7,
[COCLME-N4S;-sar)]Cls 100 pmol L, [COAMME-NsS-sar)]Cls 100 pmol L e [Co(sep)]Cls
100 pumol L™, tampé&o TRIS (pH 8,0) 35 mmol L™e NaCl 100 mmol L%; inset: perfil absorbancia
(em 432 nm) versus potencial aplicado para proteina durante titulacdo redutiva (e) e oxidativa
(A) e b) Espectro calculado para forma reduzida deoxi-ReFixL (azul) e forma oxidada met-
ReFixL (preto).
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Fonte: O autor.

Como evidéncias da conversdo da especie oxidada para reduzida da proteina foram
observados deslocamentos das bandas Soret, o € 3, alem do surgimento de pontos isosbésticos.
Nestes espectros, observou-se o deslocamento da banda Soret de 395 nm para 432 nm. As
bandas o e B permaneceram como uma combinagéo e deslocaram-se de 500 nm para 560 nm.
Foram observados pontos isoshésticos nos comprimentos de onda 414, 541 e 609 nm. Apos a
estabilizacdo do espectro da espécie totalmente reduzida, a titulagédo foi realizado no sentido

oxidativo mantendo-se a mesma faixa de potencial: de -100 mV a 400 mV.



76

Na Figura 21b sdo exibidos os espectros calculados dos estados totalmente reduzido
e oxidado da proteina ReFixL na auséncia de ligantes que foram obtidos utilizando o programa
Reactlab Redox 5. Estes espectros sdo calculados com base nos espectros parciais da titulagio
espectroeletroquimica. Ambas as formas, reduzida e oxidada, apresentam caracteristicas
consistentes com estado penta-coordenado de alto spin do grupo heme tipo b*® . O potencial
de reducéo foi determinado para a proteina ReFixL em sua forma ndo ligada utilizando analise
global dos espectros obtidos em uma faixa espectral de 350 a 700 nm em ambas as titulacdes,
redutiva e oxidativa. O potencial calculado, Em, para a proteina ReFixL na auséncia de ligantes
foi de +19 mV, sendo, portanto, ~50 mV inferior aqueles publicados para as proteinas BjFixLH
(68 mV)® e Ec DOS (67 mV) ® que foram as Unicas espécies com grupo heme incorporado em
dominio PAS que tiveram seus potenciais determinados & ® %, Ressalte-se, porém, que o0s
potenciais para as proteinas BjFixLH e Ec DOS ndo correspondem aos valores das formas
nativas, visto que os experimentos foram realizados apenas para o dominio hémico isolado®®.
Além do valor de En para a proteina ReFixL na auséncia de ligantes, foram calculados, também,
os valores dos potenciais de reducgdo, Erq, € de oxidacdo, Eox. Os valores ndo apresentaram
diferenca significativa, indicando a reversibilidade do processo, como pode ser observado no
inset da Figura 21a, descartando histerese.Vale ressaltar que dentre os sistemas estudados este
€ 0 Unico no qual o potencial medido ndo envolve associagdo/dissociacdo de qualquer ligante,
estando o ferro pentacoordenado em ambos estados redox.

As proteinas BjFixL, ReFixL e Ec DOS apresentam valores de potencial de reducéo
que refletem uma relativa estabilidade do estado férrico, especialmente quando comparados a
sistemas como citocromo ¢ (260 mV) 8. Em comum estes sistemas possuem o grupo heme tipo
b no dominio PAS e histidina quinase como dominio funcional. Por outro lado, citocromo ¢ é

uma proteina de transferéncia de elétrons que possui como cofator um grupo heme do tipo c.

4.1.2.2 CO-ReFixL

No intuito de determinar o potencial de reducdo da proteina ReFixL em uma forma
ativa, porem coordenada a um ligante axial, foi realizada a titulagdo espectroeletroquimica da
proteina em solucdo saturada de CO. Uma solucdo contendo os mediadores
[Co((NMes)zsar)]Cls 100 pmol L, [CoCLME-N4S;-sar)]Cls 100 pmol L [COAMME-NsS-
sar)]Cls 100 umol L, [Co(sep)]Cls 100 pumol L, tampado TRIS (pH 8,0) 35 mmol L e NaCl

100 mmol L™ foi submetida a borbulhamento de CO por 10 min a fim de garantir sua saturacio
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(0,93 mM, 25 °C) &, O fluxo de CO foi mantido por meio da injecéo periddica de CO na cubeta.
A proteina foi adicionada a solucdo eletrolitica em sua forma isolada, met-ReFixL. O espectro
inicial foi obtido apds 20 min de aplicacédo de potencial de 300 mV a fim de garantir que toda
a proteina se encontrasse no estado férrico. O experimento foi realizado em atmosfera aerdbica
em vista da baixa afinidade da proteina por O frente a sua afinidade por CO?3. A titulagéo
espectroeletroquimica foi feita por meio da aplicacdo de potencial na faixa de 250 a -250 mV,
nos sentidos oxidativo e redutivo, com incrementos de potencial de 50 mV e de 25 mV quando
proximo ao valor de En da proteina, nesta condi¢do. A Figura 22a apresenta as titulagdes
redutiva e oxidativa da proteina ReFixL na presenca de CO e seu inset exibe o perfil de
absorbéancia versus potencial aplicado para ambas as titulagdes.

A Figura 22 apresenta os espectros calculados para as formas totalmente oxidada e
reduzida da proteina ReFixL na presenca de CO, com base nos espectros registrados durante a
titulacdo espectroeletroquimica. A titulacdo foi iniciada com a proteina na forma met-ReFixL e
a medida que o potencial foi aplicado na direcdo negativa foi observado o surgimento de uma
banda intensa em 426 nm referente a forma ligada da proteina, CO-ReFixL. Quando na forma
met-ReFixL a banda f ndo apresentou um maximo bem definido, encontrando-se na regido de
500 nm e a medida que a proteina foi reduzida visualizou-se uma maior defini¢do das bandas o
e B, em 571 e 542 nm, respectivamente. Este perfil das bandas a e B € uma caracteristica
marcante de compostos de baixo spin, consistente com a coordenacéo ao ligante de campo forte,
CO.
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Figura 22 — TitulacOes espectrofotométricas para ReFixL na presenca do ligante CO. a)
espectros UV-Vis registrados durante titulagcdo redutiva e oxidativa para CO-ReFixL 15 pmol
L na presenca de [Co((NMes)zsar)]Cls 100 umol L, [CoOCLME-N4S;-sar)]Cls 100 pmol L7,
[COAMME-NsS-sar)]Cls 100 pmol L™ e [Co(sep)]Cls 100 umol L, tamp&o TRIS (pH 8,0) 35
mmol L e NaCl 100 mmol L*, solucdo saturada com CO (0,93 mmol L8 inset: perfil
absorbancia (em 426 nm) versus potencial aplicado para proteina durante titulacéo redutiva ()
e oxidativa (A) e b) Espectro calculado para forma reduzida CO-ReFixL (azul) e forma oxidada

met-ReFixL (preto).
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Fonte: O autor.

O espectro em preto na Figura 22b, referente a proteina oxidada, exibe a banda Soret
em 395 nm com um pequeno ombro remanescente em 426 nm, indicando a presenca do estado
ferroso CO-ReFixL. A forma CO-ReFixL possui absortividade molar muito superior a forma
met-ReFixL (e = 126 mmol*L cm™ para met-ReFixL e &€ = 202 mmol ‘L cm™ para CO-ReFixL),
que na verdade é uma caracteristica comum em heme proteinas ** 2% 82 A discrepéancia nos
valores torna possivel a visualizacdo da forma ligada a CO mesmo em concentragdes muito
menores que a da forma met-ReFixL. Apesar de ndo atingir a converséo total ao estado met-
ReFixL, a medida de potencial é confiavel, uma vez que o patamar do maximo da espécie
oxidada foi atingido e o equilibrio é mantido entre as formas met-ReFixL e CO-ReFixL.

Adicionalmente nio se observou histerese sendo as curvas oxidativas similares as redutivas.

Os valores calculados para os potenciais redox dos sistemas estudados na presenca de
ligantes apresentam contribui¢des das respectivas reagcdes acopladas de associagdo/dissociagao

dos ligantes. Do ponto de vista termodinamico, a formag¢ao de um complexo pode influenciar




79

positiva ou negativamente no potencial de redugdo de um sistema. A formagao de um complexo
mais estavel quando o metal se encontra em seu estado oxidado favorece a oxidagao do metal,
tornando o potencial de reducao do complexo mais negativo quando coordenado ao ligante e a
formagdo de um complexo mais estavel com o estado reduzido do metal torna o potencial de
reducdo do complexo coordenado mais positivo. Isto ocorre devido aos diferentes graus de
afinidade dos ligantes pelos estados reduzido e oxidado de um centro metalico M, que resulta
em uma dependéncia do valor de potencial com as constantes de afinidade, como pode ser visto

na Equacdo 10 %

0,059 Kox

E(ML) = EY + log Equagdo 10

Kred

em que E(ML) é o potencial de reducdo da espécie na presenca de um ligante L, E’ o potencial
formal da espécie na auséncia de ligante, Kox € Kred S80 as constantes de dissociacao das espécias
oxidada e reduzida, respectivamente, na presenca do ligante L. Para simplificacdo todos os

potenciais determinados nestetrabalho foram sdo chamados Enm.

A elevada afinidade da proteina no estado ferroso por CO (Kg = 8 pmol L) resulta
em um complexo bastante estavel. Seria esperado, portanto, variagcdes significativas de
potencial no sentido positivo em relacdo a proteina na sua forma néo ligada deoxi-ReFixL. Este
comportamento foi, de fato, observado para o citocromo P450 CYP2C9 (Fe') em que o
potencial de reducéo foi deslocado 49 mV no sentido positivo em relacdo a forma nédo ligada
8, Entretanto, para a proteina ReFixL, o valor de En determinado para a forma CO-ReFixL foi
calculado em 21 mV, ou seja, apenas 2 mV mais positivo que a forma ndo ligada. Este
deslocamento é considerado insignificante comparado a diferenca de afinidade por CO das
formas reduzida e oxidada da proteina. Entretanto, devido a complexidade de sistemas proteicos
diversos fatores podem influenciar os valores de potencial de reducdo, contrabalancando a
contribuicdo das constantes de afinidade de formagdo dos complexos finais. A proteina
guanilato ciclase soluvel, por exemplo, experimenta uma variacdo positiva de potencial de 22
mV induzida pela ligacdo com YC-1. Este ligante atua como um ativador da atividade
enzimética da proteina, provocando mudancas conformacionais na estrutura secundaria da
mesma, apesar de nédo se ligar diretamente ao centro metalico. O efeito alostérico observado,
porém, leva a alteragcdo na segunda esfera de coordenacdo do centro metalico, responsavel pela
variagdo do valor de potencial . Como a estrutura da proteina ReFixL ainda ndo foi
determinada, as analises em termos de mudancas conformacionais sao realizadas em termos

comparativos com as estruturas resolvidas das proteinas BjFixL e RmFixL3% 43 5% 8 Estas
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proteinas, conforme mencionado anteriormente, apresentam elevada similaridade em termos de
sequéncias de aminodacidos. Vale salientar que mesmo para estes sistemas ndo ha estruturas
resolvidas para a proteina nativa, apenas para 0 dominio heme-PAS. As estruturas para este

dominio foram determinadas na auséncia e presenca dos ligantes Oz, CO, NO, CN~ e imidazol?®
43, 54, 55, 82

A Figura 23 exibe algumas estruturas cristalinas determinadas para a proteina CO-

BjFixL, met-BjFixL, oxi- BjFixL e cianomet- BjFixL para fins de discussdo de correlacéo.

Figura 23 — Estruturas cristalinas da proteina BjFixL nas formas a) CO-BjFixL, destacada em
linha pontilhada vermelha (PDB 1XJ2), b) met-BjFixL (PDB 2VV6), c) oxi-BjFixL (PDB
1DP6) e d) cianomet-BjFixL (PDB 1LTO0).

Fonte: Referéncia®®.

A proteina CO-BjFixL foi cristalizada em trés diferentes grupos espaciais R32 (uma
molécula independente na unidade assimétrica), C2 (duas moléculas independentes) e P1
(quatro moléculas independentes). Portanto, no total ha 7 estruturas determinadas para este
estado®2.0s aminoacidos alifaticos Ile-215, 1le-238 e Leu-236 encontram-se destacados nas



81

Figura 23 a) a d). Em uma anélise global, pode-se observar que estes trés aminoacidos
apresentam diferentes conformagdes em 6 das 7 estruturas disponiveis. Interessantemente,
outras 5 estruturas disponiveis da proteina BjFixL foram analisadas, sendo elas formas ligadas
e ndo ligadas nos estados férrico e ferroso, respectivamente, e observou-se que em 4 das 5
estruturas estes aminoacidos ndo mudam de conformacédo. Pode-se deduzir, desta forma, que
estes aminoacidos hidrofébicos apresentam uma flexibilidade marcante quando na forma CO-
BjFixL frente & uma inegavel rigidez de outras formas da proteina. Key e colaboradores &
sugeriram que a alteracdo na planaridade do grupo heme da proteina BjFixL causada pela
coordenacdo do sexto ligante, diferentemente das formas oxi-BjFixL e cianomet-BjFixL, é
transmitida ao FG loop por meio da ligacdo de hidrogénio formada entre propionato 6 e lle-
216, enquanto Arg-220 e o propionato 7 ndo sofrem alteracdes quando o grupo heme se liga a
CO. Os autores® detectaram deslocamentos dos residuos lle-215, Ile-216 e Gly-217 em
decorréncia das interagdes ocorridas. As altera¢Bes ocorridas no FG loop, porém, ndo sao da
mesma magnitude daquelas observadas quando a proteina se liga a CN™ ou O2, 0 que corrobora
com o fato de CO néo provocar perda significativa da atividade quinase da proteina, mantendo-
a praticamente enzimaticamente ativa. Assim, ha um rearranjo significativo destes residuos
qguando CO-BjFixL se oxida a met-BjFixL ou quando na forma deoxi-BjFixL. Estas alteracGes
podem estar relacionadas a rearranjos de moléculas de solvente que estabilizam o estado férrico,
contrabalancando a estabilizagcdo gerada pela alta afinidade do estado ferroso por CO, assim
contribuindo para um potencial menos positivo que o esperado diante da forte afinidade do
estado ferroso com o ligante CO. De fato, estudos reportados na literatura para citocromo ¢
mostraram que uma maior exposi¢do do grupo heme ao solvente causam um deslocamento

negativo de potencial, estabilizando o estado o férrico .

4.1.2.3 oxi-ReFixL

O potencial de redugéo da proteina ReFixL foi determinado na presenca de seu ligante
fisiologico, O.. Inicialmente, a titulacdo espectroeletroquimica foi realizada em ar a 20 °C, cuja
saturacio de O, em solucdo é de 0,286 mmol L8, A composicdo da solugdo utilizada foi
ReFixL 15 pmol L, [Co((NMes)zsar)]Cls 100 pmol L, [COCLME-N4S;-sar)]Cls 100 umol L-
! [COAMME-NsS-sar)]Cls 100 pmol L%, [Co(sep)]Cls 100 umol L, tamp&o TRIS (pH 8,0) 35
mmol L™ e NaCl 100 mmol L. O espectro inicial da proteina correspondeu a forma met-
ReFixL. Para garantir que o atomo de ferro estivesse totalmente em seu estado férrico, antes de

iniciar a titulagdo redutiva foi aplicado um potencial de 300 mV por 20 min. Em seguida, a
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titulagdo espectroeletroquimica foi realizada no sentido redutivo e oxidativo a fim de verificar
a reversibilidade e histerese do processo. A faixa de potencial utilizada foi de 200 a -300 mV
em intervalos de 50 mV e de 25 mV quando proximo do valor de En Os espectros registrados
apos aplicacdo de cada potencial sdo apresentados nas a. A b ilustra os espectros calculados

para as formas reduzida e oxidada da proteina, baseados nos espectros experimentais.

Figura 24 — TitulacGes espectrofotométricas para ReFixL na presenca do ligante O2 (em ar).
a) espectros UV-Vis registrados durante titulacdo redutiva e oxidativa em ar para oxi- ReFixL
15 umol L* na presenca de [Co((NMes)zsar)]CI5 100 pmol L, [COCLME-N4S,- sar)]Cls; 100
umol L, [COAMME-NsS-sar)]Cls 100 umol L e [Co(sep)]Cls 100 umol L™, tampédo TRIS
(pH 8,0) 35 mmol L e NaCl 100 mmol L, solugéo saturada em oxigénio (0.286 mmol L a
20 oC); inset: perfil absorbancia (em 428 nm) versus potencial aplicado para proteina durante
titulacdo redutiva () ¢ oxidativa (A) e b) Espectro calculado para forma reduzida oxi-ReFixL

(azul) e forma oxidada met-ReFixL (preto).

a) b
0.20 - ) 0.24 )
0.12 =
« 0.18 FIT\
=
0.15 0.12 5
§ 0.06 E 0.08 = ReFixL-O, (em ar)
0.10 o 015 0.00 015 0.30 @—'
E, V vs NHE S
5 0.04
0.05 =
= 0.00
400 500 600 700 400 500 600 700
A/nm A,nm

Fonte: O autor.

A medida que o potencial foi aplicado no sentido negativo, a banda Soret se deslocou
de 395 nm para 428 nm, sendo perceptivel a diferenca entre os espectros das formas deoxi-
ReFixL (Figura 21) e oxi-ReFixL. Outra caracteristica espectral marcante da forma oxi é a
separacdo e o deslocamento das bandas o e B. Apesar da baixa resolucéo, € possivel observar
que a banda a (569 nm) é melhor resolvida, comparativamente ao estado ndo ligado, enquanto
a banda B se deslocou de 500 para 554 nm. Como mencionado previamente, a separagdo das
bandas o e B é caracteristica do grupo heme hexa-coordenado em configuragédo de baixo spin

18, A assimetria da banda Soret observada no espectro da forma oxi-ReFixL (espectro em azul,
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b e a baixa definicdo das bandas a e p devem-se a baixa afinidade da proteina ReFixL por Oz e
consequente formag&o da mistura deoxi-ReFixL e oxi-ReFixL quando a proteina é reduzida. De
fato, a saturacdo da forma oxi-ReFixL em ar e oxigénio puro é de apenas 26% e 63%,
respectivamente 23, Assim, como esperado para o ligante CO, esperar-se-ia uma variagio
positiva de potencial para o ligante O,. A variagdo observada, entretanto, foi de -31 mV em
relacdo ao estado ndo ligado da proteina. Devido a baixa saturacdo de oxigénio ligado o
experimento foi realizado também em oxigénio puro a fim de determinar se o efeito no potencial
seria mais pronunciado. A solucéo eletrolitica teve a mesma composicéo do sistema utilizado
em ar. Antes da adicdo da proteina ReFixL, porém, a solugdo contendo mediadores, tampéo
TRIS (pH 8,0) e NaCl foi submetida a borbulhamento de O (saturacédo de 1,2 mmol L™ a 25
°C) por 10 min para garantir sua saturacdo. Em seguida, a proteina foi adicionada a solucéo e o
fluxo de O, foi mantido na parte superior da cubeta. A faixa de potencial aplicado foi de 400 a
-200 mV e tempo de aplicacdo de cada potencial foi 0 mesmo do experimento realizado em ar.
Os espectros registrados apos aplicacdo de cada potencial e os espectros calculados para as

formas oxidada e reduzida da proteina sdo apresentados nas Figura 25a e b, respectivamente.

As alteracOes espectrais observadas na presenca de O puro, embora semelhantes as
mencionadas na presenca de ar, foram mais pronunciadas conforme esperado devido a
concentracdo de O.. A banda Soret, por exemplo, apresentou um deslocamento, de 395 nm para
426 nm. No estado reduzido, essa banda apresenta intensidade préxima daquela correspondente
ao estado met devido, provavelmente, a maior concentracdo da forma oxi-ReFixL, cujo
coeficiente de absortividade molar é maior que a forma deoxi-ReFixL. As bandas a e
apresentaram deslocamentos para 570 e 550 nm, respectivamente. Adicionalmente, a banda
Soret da proteina no estado reduzido na presenca de O> apresentou-se mais fina que a banda
registrada em ar. Este perfil se assemelha aquele relatado por Sousa e colaboradores 22 para a
proteina APAS1-ReFixL que atinge 93 % de saturacdo na forma oxigenada.
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Figura 25 — TitulagBes espectrofotométricas para ReFixL na presenca do ligante Oz (em O2)
a) Espectros UV-Vis registrados durante titulagdo redutiva e oxidativa em O puro para oxi-
ReFixL 15 umol L™ na presenca de [Co((NMes)zsar)]Cls 100 pumol L?, [COCLME-N4S;-
sar)]Cls 100 pmol L, [COAMME-NsS-sar)]Cls 100 umol L™e [Co(sep)]Cls 100 pumol L,
tampao TRIS (pH 8,0) 35 mmol L™ e NaCl 100 mmol L, solugéo saturada em oxigénio (1,25
mmol L™a 25 °C); inset: perfil absorbancia (em 426 nm) versus potencial aplicado para proteina
durante titulacdo redutiva (e) e oxidativa (A) e b) Espectro calculado para forma reduzida oxi-

ReFixL (azul) e forma oxidada met-ReFixL (preto).
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Fonte: O autor.

Assim como para o experimento realizado em ar, o valor do potencial de redugéo
determinado para a proteina ReFixL na presenca de O, apresentou uma variagdo negativa em
relacdo ao estado nao ligado da proteina. Além disso, devido a maior concentracdo da proteina
na forma oxi-ReFixL, o deslocamento foi mais pronunciado que para o experimento realizado
em ar, Em = -51 mV, resultado em um deslocamento negativo de 70 mV em relagdo a forma
nédo ligada. Este comportamento corrobora com o sistema anterior (CO-ReFixL) no sentido de
que a regulagdo de potencial neste sistema ndo se d& apenas pela sua afinidade com os ligantes
coordenados ao grupo heme e sim a uma série de fatores, tais como ligacGes de hidrogénio e
interacfes hidrofobicas que ocorrem no microambiente do grupo heme, além de efeitos
estéricos de residuos aminoacidos e efeitos de solvatacdo, dentre outros. De fato, foi reportada
na literatura uma diferenca marcante na afinidade da proteina ReFixL por oxigénio e inativacdo
da atividade quinase causada pela retirada do dominio PAS vizinho ao dominio heme-PAS?
que, aparentemente, ndo teria efeito significativo no mecanismo de sinalizacdo da proteina.

Assim, a complexidade dos rearranjos que podem ocorrer neste sistema dificulta a nomeacéo
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dos fatores responsaveis pelos deslocamentos de potencial registrados. A proteina BjFixL
possui dois residuos arginina importantes para a regulacdo de sinal (Arg-206 e Arg220) que
protagonizam uma série de interacOes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio com o ligante ou
residuos proximais no microambiente do grupo heme. A importancia destes residuos foi
estudada por meio de mutagdes feitas na proteina BjFixL, que mostraram a influéncia na
afinidade por ligantes e regulagio da atividade quinase® 538" Na proteina ReFixL o residuo
arginina é conservado na posicdo 213 e o residuo Arg-206 se conserva parcialmente como um
residuo passivel de sofrer as mesmas interacdes, His-193. Para a proteina BjFixL %3, apos se
ligar a O2, o residuo Arg-220 perde sua ponte salina com um dos oxigénios do propionato 7 do
grupo heme e passa a formar ligacdo de hidrogénio com o ligante axial O.. Se este
comportamento for considerado para a proteina ReFixL, esta interacdo, possivelmente,
enfraquece a ligagcdo Fe-O devido a retirada de densidade eletronica, desestabilizando o estado
ferroso e induzindo, consequentemente, deslocamento de potencial mais negativo que o

esperado.

Apesar da baixa afinidade da proteina ReFixL por seu ligante fisiologico, a regulacao
da atividade quinase por este ligante € bastante eficaz. O mesmo comportamento é observado
para outras proteinas FixL. Sousa e colaboradores ! propuseram um modelo de efeito memoéria
para a proteina BjFixL, baseado na observacdo de que a atividade quinase remanescente quando
a proteina encontra-se parcialmente oxigenada (64% em ar e 88% em O) é de apenas 2% e
0,08%, respectivamente. Curiosamente, quando uma proteina do tipo FixL se liga a oxigénio,
ou a ligantes que mimetizam seu papel como inibidor da atividade quinase, 0 microambiente
do grupo heme sofre alteracbes conformacionais em sua estrutura secundaria. Estas alteractes
sdo transmitidas ao dominio quinase que, por sua vez, experimenta mudancas conformacionais
que inativam a proteina. Quando ocorre uma diminicdo na concentragdo de O2 o complexo
BjFixL-O. se dissocia e o0 grupo heme volta para sua conformacao ativa (deoxi). O dominio
quinase, entretanto, apresenta resposta lenta com respeito a velocidade de associagdo ao Oz. O
modelo memoria proposto explica a ndo lineriade entre concentracdo da forma deoxi-BjFixL e
atividade quinase por meio do maior tempo de recuperacdo (Trc) da conformacédo ativa do
dominio quinase frente ao tempo de meia vida do estado deoxi-BjFixL (Tdeoxi ) €m uma certa
concentragéo de Oa.

4.1.2.4 imz-ReFixL
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Com o objetivo de estudar efeitos estéricos no microambiente do grupo heme e sua
influéncia no potencial de reducdo do sistema por meio de interagdes eletrostaticas e ligagdes
de hidrogénio, foi determinado o valor de En para a forma ligada da proteina imz-ReFixL.
Sabendo que o ligante imidazol se liga ao grupo heme no seu estado férrico, a titulacdo
espectroeletroquimica para este sistema foi realizada em uma cdmara anaerdbica. Nesta
condicdo, evita-se, também, a coordenacdo do ligante O a proteina no estado ferroso. Foram
utilizados como mediadores [Co((NMes)zsar)]Cls 100 pmol L, [CoOCLME-N4S;-sar)]Cls 100
pumol L1, [COAMME-NsS-sar)]Cls 100 pmol L™, [Co(sep)]Cls100 pumol L, como eletrolito de
suporte utilizou-se tamp&o TRIS(pH 8,0) 35 mmol L"*e NaCl 100 mmol L. A proteina ReFixL
15 pmol L foi adicionada a esta solugdo e um espectro inicial foi registrado, onde verificou-
se que a proteina estava em sua forma met-ReFixL. A esta solucéo foi adicionada uma aliquota
do ligante imidazol de forma que sua concentracéo na cubeta fosse 200 mmol L. A solugdo de
imidazol foi preparada em tampéo TRIS (pH 8,0) 35 mmol L™ e NaCl 100 mmol L. Como a
proteina isolada encontra-se na forma met, ao ser adicionada a solu¢do, a mesma se ligou
rapidamente ao imidazol devido a alta concentracdo deste ligante, evidenciado pelo
deslocamento da banda Soret de 395 para 415 nm. Para se certificar de que no inicio da titulacdo
espectroeletroquimica a forma deoxi-ReFixL ndo estava presente foi aplicado um potencial de
400 mV por 20 min. Em seguida, a titulacdo foi iniciada no sentido redutivo com aplicacdo de
potencial na faixa de 300mV a -250 mV em intervalos de 50 mV e 25 mV quando préximo do
valor de Em do sistema. Durante a titulacdo redutiva, a proteina foi gradativamente convertida
a sua forma deoxi-ReFixL. Uma vez que nédo se observou qualquer alteracdo espectral, o sentido
da titulacdo foi invertido a fim de recuperar a forma imz-ReFixL. A faixa de aplicacdo de
potencial para a titulacdo oxidativa foi a mesma da titulacdo redutiva. Na Figura 26asao
apresentados 0s espectros registrados apds aplicacdo de cada potencial (inset o perfil de
absorbancia (432 nm) Vs potencial aplicado) e na Figura 26b os espectros calculados para as

formas imz-ReFixL e deoxi-ReFixL.
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Figura 26 — TitulacGes espectrofotométricas para ReFixL na presenca do ligante imidazol a)
espectros UV-Vis registrados durante titulacdo redutiva e oxidativa em cAmara anaerdbica para
imz-ReFixL 15 pmol L-1 na presenca de imidazol 200 mmol L, [Co((NMes)zsar)]Cls 100
pumol L, [COCLME-N4S;-sar)]Cls 100 pmol L*?, [COAMME-NsS-sar)]Cls100 pmol Le
[Co(sep)]Cls 100 umol L, tampdo TRIS (pH 8,0) 35 mmol L™ e NaCl 100 mmol L?; inset:
perfil absorbancia (em 432 nm) versus potencial aplicado para proteina durante titulacdo
redutiva (e) e oxidativa (A) e b) Espectro calculado para forma reduzida deoxi-ReFixL (azul)

e forma oxidada imz-ReFixL (laranja).
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Fonte: O autor.

No espectro inicial verificou-se que a proteina tinha o perfil da sua forma met-ReFixL
com a banda Soret em 395nm, banda f em 500 nm e a banda o como um ombro da banda p.
Quando adicionou-se imidazol (200 mmol L), rapidamente se observou a formacéo da forma
imz-ReFixL, evidenciada pelos deslocamentos da banda Soret para 415 nm e da banda  para
535 nm com um ombro & sua direita correspondente a banda o. Apesar de se formar um
complexo de configuragéo de baixo spin quando o grupo heme se liga ao imidazol, as bandas a
e B ndo sdo bem resolvidas. Este resultado € atribuido ao carater m-aceptor do imidazol que
aumenta a intensidade da banda [ impossibilitando a definicdo da banda o, de menor
intensidade. Ao se iniciar a titulagdo redutiva, a banda Soret em 415 nm se desloca
gradativamente para 432 nm, que corresponde ao perfil do estado deoxi-ReFixL. Quando ndo
foram observadas alteragdes espectrais relativas ao aumento da concentracdo da espécie deoxi,

o0 sentido da aplicacdo de potencial foi invertido e observou-se a recuperacao da forma imz-
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ReFixL. Apesar da titulagdo envolver dissociacdo/associagdo de ligante, ndo foi observada
histerese significativa, como pode ser visto no inset da Figura 26a. O potencial determinado
para a forma imz-ReFixL foi de -57 mV, ou seja, uma variacdo de -76 mV em relacdo a forma
ndo ligada. Neste caso, o deslocamento é consistente com o esperado em termos de afinidade
com ligante, ou seja, uma vez que o ligante imidazol se liga ao maior estado de oxidacdo do
ferro, espera-se uma varia¢do negativa de potencial devido a estabilizagdo do estado oxidado.
Vale ressaltar que, juntamente com Oz e CN7, o ligante imidazol é uma das espécies que
induzem maiores alterac6es conformacionais no microambiente do grupo heme para BjFixL. O
deslocamento do FG loop provocado por alteragdes nas interagdes ocorridas no microambiente
do grupo heme quando este se liga ao imidazol é da mesma magnitude daquele reportado para
a forma oxi-BjFixL >*. Este ligante, entretanto, ndo interage com o residuo Arg-220 como as
formas oxi e cianomet da proteina BjFixL. O residuo lle-218, que na forma met-BjFixL
encontra-se direcionado ao solvente, apresenta rotacdo do grupo carbonil na forma imidazolica
e forma ligagdes de hidrogénio com moléculas de agua. Ja o residuo Arg-220 se posiciona para
fora do microambiente do grupo heme. Nas formas oxi e cianomet, ha formacéo de ligacdes de
hidrogénio entre moléculas de H>O e o grupo guanidina do residuo Arg-220 estabilizando,
possivelmente, este residuo para uma interagdo efetiva com o ligante. O fato de ndo ter ocorrido
interacdo do residuo Arg-220 com o ligante imidazol, corrobora com a prerrogativa de que
varios fatores influenciam na inativacéo da atividade quinase da proteina por um ligante. Na
coordenacao do ligante imidazol foi identificado, também, o reposicionamento dos residuos lle-
238 e lle-215, sendo o0 maior deslocamento observado para o residuo lle-215 que se encontra
no FG loop, enquanto o residuo Ile-238 encontra-se na regido hidrofébica (mais flexivel quando
a proteina se liga a CO). De uma forma global, o efeito alostérico provocado pela ligacdo dos
ligantes mencionados apontam para uma forte contribuicéo destes para a inativacao da atividade
quinase da proteina BjFixL. Independente desta rede de interacfes ser a mesma ou ndo para a
proteina ReFixL, provavelmente o mecanismo € similar e leva ao mesmo fim: o
proporcionamento da interacdo entre os diferentes dominios da proteina de forma que a
sinalizacdo molecular ocorra. Portanto, a similaridade de comportamento destas proteinas em
termos de ligantes inativadores da atividade quinase, afinidades com os mesmos e conservagéo
de residuos importantes no mecanismo de sinalizagdo da proteina torna fundamental o uso de
estruturas disponiveis da proteina BjFixL como suporte para a interpretacdo de novos

resultados.
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A escassez de estudos eletroquimicos para sistemas de hemeproteinas histidina
quinase dificulta a associacdo do que € conhecido até 0 momento em termos de mecanismo de
sinalizacdo molecular e potenciais redox para as diferentes formas dos sistemas. Entretanto,
alguns estudos para a proteina BjFixL feitos em duas publicacdes diferentes por Balland e
colaboradores ® °3 retrata a importancia funcional do residuo Arg-220 por meio da substituicdo
deste (0 Unico residuo carregado no microambiente do grupo heme), de forma a modificar
propriedades eletrostaticas sem grandes alteracdes estéricas. Os residuos utilizados na posicdo
220 foram glutamina, acido glutamico, isoleucina e histidina, gerando os mutantes R220Q,
R220E, R2201 e R220H, respectivamente. Os autores® °3 observaram uma diminuicéo
significativa na afinidade por oxigénio para os mutantes R220Q e R2201, enquanto o mutante
R220E néo se liga a O, e R220H tem uma afinidade maior por Oz que a forma nativa da proteina.
Estes resultados sdo condizentes com os dados para a proteina na forma nativa, uma vez que
este ligante pode gerar interagcGes semelhantes a arginina no microambiente do grupo heme. Os
valores dos potenciais redox para os sistemas foram calculados apenas para 0s mutantes na
forma deoxi-BjFixL e, ainda assim, foi possivel observar variagfes nestes parametros, com uma
diminuicdo de 68 mV para 41, 38, 24 e 40 mV para os mutantes R220Q, R2201, R220E e
R220H, respectivamente.

4.1.2.5 cianomet-ReFixL

Cianeto é um ligante interessante a ser estudado para sistemas FixL uma vez que induz
as mesmas alteracdes conformacionais no estado férrico que o Oz induz no estado ferroso, por
consequéncia inativando a proteina®® % 8 Além disso, o estado ferroso oxi-ReFixL e férrico
cianomet-ReFixL sdo isoeletronicos®’. Os estudos iniciais com cianeto foram realizados
utilizando uma malha de ouro como eletrodo de trabalho, assim como todos 0s outros sistemas
estudados neste trabalho. O processo, entretanto, ndo apresentou reversibilidade visto que, apds
a reducdo da proteina ndo foi possivel recuperar a forma cianomet-ReFixL. Este resultado foi
atribuido & diminuicdo da concentragdo de CN~ em consequéncia da formacdo do complexo
[Au(CN)2]” durante a aplicacdo de potencial. Assim, fez-se necessario a utilizacdo de uma
superficie eletrddica inerte ao eletrolito contendo ions cianeto. Utilizou-se para tanto, uma
malha de platina como eletrodo de trabalho, ja que a platina é inerte a oxidacao na presenca de
CN™ na faixa de potencial utilizada neste trabalho. Além disso, neste experimento, fez-se
necessario o uso de valor de pH diferente (9,5) dos demais a fim de evitar a protonagdo do

ligante (pKa = 9,2) e posterior diminuicdo de concentracéo por evaporagao devido a volatilidade
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da espécie formada, HCN. 8. Para efeito de comparacio foi realizada a titulagéo
espectroeletroquimica da proteina ReFixL em pH 9,5 na auséncia de CN".

Assim como o ligante imidazol, a espécie CN™ se liga ao estado férrico do grupo heme.
Desta forma, a solugdo eletrolitica foi submetida a borbulhamento de argénio por 20 min. A
atmosfera anaerdbica foi mantida com fluxo de argdnio na parte superior da cubeta a fim de
evitar a coordenacdo de Oz ao grupo heme. A titulagéo espectroeletroquimica foi realizada em
uma faixa de potencial maior que nos outros sistemas, de 200 a -500 mV em intervalos de 50
mV e de 25 mV quando proximo do valor de Em. Devido a aplicacdo de potenciais mais
negativos, foram utilizados os seguintes mediadores: [Co((NMes)zsar)]Cls 100 pmol L%,
[COCLME-N4S;-sar)]Cls 100 pmol L [COAMME-NsS-sar)]Cls 100 pmol L, [Co(sep)]Cls
100 pumol L, [Co(AMMEsar]Cl3100 pmol L™ e [Co(trans-diammac)](CIO4)s 100 umol L
Como eletrdlito de suporte foi utilizado tampdo TRIS(pH 9,5) 35 mmol L e NaCl 100 mmol
L. A esta solucdo foi adicionada a proteina ReFixL 15 pumol L™ e registrado um espectro
inicial do sistema, onde verificou-se que a proteina estava em sua forma met-ReFixL. Em
seguida, foi adicionado KCN 1 mmol L preparado em TRIS (pH 9,5) 35 mmol L e NaCl 100
mmol L. Na Figura 27a sio exibidos os espectros registrados apds estabilizacdo de cada
potencial (inset: sobreposicao do perfil absorbancia (A=432 nm) versus potencial aplicado para
as titulacbes redutiva e oxidativa) e na Figura 27b o0s espectros calculados para a espécie

totalmente reduzida (deoxi-ReFixL) e oxidada (cianomet-ReFixL).

Imediatamente apds a adicdo de KCN observou-se a formagdo de uma banda intensa
e fina em 421 nm, devido a conversdo da proteina a forma cianomet-ReFixL. Em seguida,
iniciou-se a aplicacao de potencial no sentido negativo e a proteina foi gradualmente convertida
a forma deoxi-ReFixL, conforme evidenciado pelo deslocamento da banda Soret de 421 nm
para 432 nm. O ligante cianeto, tal como imidazol, possui um forte carater m-aceptor. Essa
caracteristica implica no aumento de intensidade da banda § em relag&o a banda a, diminuindo
a definicdo desta®®. Ao reduzir a proteina, a banda B apresentou deslocamento de 533 nm para
556 nm.
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Figura 27 — TitulacGes espectrofotométricas para ReFixL na presen¢a do ligante CN™. a)
espectros UV-Vis registrados durante titulacdo redutiva e oxidativa em cAmara anaerdbica para
cianomet-ReFixL 15 pmol L na presenca de KCN 1 mmol L, [Co((NMes)zsar)]Cls 100 umol
L, [COCLME-NsS;-sar)]Cls 100 pmol L?, [COAMME-NsS-sar)]Cls 100 pmol L7,
[Co(AMMEsar]Cls100 umol L e [Co(trans-diammac)](ClO4)s 100 pumol L?, tampdo TRIS
(pH 9,5) 35 mmol L™ e NaCl 100 mmol L™; inset: perfil de absorbancia (em 432 nm) versus
potencial aplicado para proteina durante titulacdo redutiva (e) e oxidativa (A) e b) Espectro
calculado para forma reduzida deoxi-ReFixL (azul) e forma oxidada cianomet-ReFixL (laranja).

Obs.: Neste caso o eletrodo de trabalho utilizado foi uma malha de platina.
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Fonte: O autor.

O potencial de reducdo determinado para a proteina em sua forma cianomet-ReFixL
foi de -156 mV. Como pode ser visto no inset da Figura 27a o processo ndo apresenta histerese
significativa. O deslocamento de potencial relativo a proteina na sua forma pentacoordenada
em pH 9,5 foi de -145 mV. Assim como para a forma imz-ReFixL, o deslocamento de potencial
foi o esperado termodinamicamente, uma vez que ele se trata de um ligante para a forma
oxidada, com a magnitude do deslocamento de potencial sendo relacionada as constantes de
ligacdo para cada caso. De fato, este deslocamento € refletido pelas constantes de ligacéo
reportadas na literatura para CN™ e imidazol a proteina ReFixL, com a constante de ligacéo ao
ligante CN™ sendo aproximadamente 100 vezes maior que a constante de ligagdo ao imidazol
23 A mesma tendéncia nas constantes de ligacdo foi observada para as proteinas BjFixL e

RmFixL %88, Os valores dos potenciais redox destas proteinas na presenca de ligantes, todavia,
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nédo foram determinados. O ligante cianeto, da mesma forma que o ligante O, induz alteragfes

conformacionais significativas que levam ao estado inativo da proteina.

4.1.3 Potencial de reducao versus atividade quinase

A funcéo fisiologica da proteina ReFixL é modulada pela associagdo/dissocia¢do de
O2. A proteina, todavia, é capaz de se ligar a espécies que atuam como falsos sinalizadores, ou
seja, se ligam a proteina e induzem mudancas conformacionais necessarias para desativar a
atividade quinase do sistema, mesmo nédo fazendo parte do sistema in vivo, como € o caso dos
ligantes imidazol e CN ™. Por outro lado, ha espécies, como o ligante CO, que se ligam a proteina
sem alterar significativamente sua estrutura nem a atividade quinase. Em sua forma met-ReFixL
a proteina apresenta atividade quinase. Assim, sua reacdo de reducdo ndo apresenta alteracdo
em sua atividade quinase, 0 mesmo € observado para proteina BjFixL e com base em suas
estruturas cristalinas este comportamento é atribuido a similaridade em suas estruturas®. Os
experimentos de espectroeletroquimica realizados neste trabalho mostraram que os valores dos
potenciais redox dos sistemas estudados ndo sdo afetados simplesmente pelos valores das
constantes de afinidade da proteina aos ligantes, mas sim, talvez mais fortemente, por fatores
conformacionais que parecem contradizer a tendéncia termodinamica. Balland e colaboradores
® observaram a influéncia das interagGes ocorridas no microambiente da proteina BjFixL em
termos de potencial de reducdo por meio de mutacdes no residuo Arg-220. Foi observada uma
diminuicdo nos valores de potencial quando este residuo foi substituido por residuos de
glutamina, isoleucina, acido glutamico e histidina, que possibilitaram diferentes interacfes de
hidrogénio no microambiente do grupo heme. Correlacionando os valores dos potenciais com
a atividade quinase da proteina ReFixL nos diferentes estados pode-se observar uma
dependéncia entre os dois fatores. A Figura 28 exibe as tendéncias de atividade quinase em

relacdo ao potencial.
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Figura 28 — Grafico de barras relacionando atividade quinase da proteina ReFixL e seu

potencial de reducdo da nas formas deoxi-ReFixL, CO-ReFixL, oxi-ReFixL (em ar), oxi-ReFixL

(em O2), imz-ReFixL e cianomet-ReFixL.
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Fonte: Referéncia 8°

O grafico de barras ilustrado na Figura 28 indica que os ligantes que desativam a

atividade quinase induzem um deslocamento negativo nos valores de potencial de reducéo. Esse

comportamento é atribuido a estabilizacdo do estado férrico do grupo heme. Ja os ligantes que

mantém a atividade quinase, induzem valores positivos de potencial. A tendéncia observada é

curiosa do ponto de vista termodinamico, particularmente da fisico-quimica inorganica, uma

vez que se esperaria que ligantes com capacidade n retiradora (CO e O2) que se ligam

exclusivamente na forma reduzida de Fe?* induzissem um deslocamento positivo nos valores

de potencial em decorréncia do aumento de estabilidade do estado reduzido do centro metélico.

Pode-se concluir, portanto, que as alterages conformacionais que levam ao estado inativo da

proteina geram uma maior exposi¢cdo ao solvente e induzem deslocamentos negativos nos

valores de potenciais.
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5 CONCLUSOES

A proteina FixL do organismo Rhizobium etli foi expressa e purificada. Ao fim do
processo de purificacdo da proteina foi possivel identifica-la em sua forma met-ReFixL
evidenciada por seu espectro UV-Vis e testes de reatividade realizados com agentes redutores
e oxidantes. A proteinas foi expressa em sua forma holo e em sua forma nativa. Por meio de
andlises de eletroforese de gel desnaturante a proteina ReFixL apresentou massa aproximada de
70, consistente com o reportado na literatura. A proteina foi obtida com alto grau de pureza por
meio de sucessivas etapas cromatograficas como verificado por espectroscopia de UV-Vis e
eletroforese de gel desnaturante (SDS-PAGE). Ao fim da purificacdo a proteina ReFixL
apresentou razdo de pureza de aproximadamente 0,57.

O potencial de reducéo da proteina ReFixL na sua forma ndo ligada e diversas formas
ligadas foi determinado por titulacdo espectroeletroquimica. A forma férrica da proteina
ReFixL mostrou-se mais estavel que o estado férrico do dominio heme da proteina BjFixL,
apresentando potencial de reducdo 49 mV mais baixo. Os perfis espectroscopicos dos sistemas
investigados mostraram que a proteina se liga a CO e O2 em seu estado reduzido e ao imidazol
e CN™ no seu estado oxidado. Baseando-se nas afinidade dos ligantes com o centro metélico,
termordinamicamente esperava-se um deslocamento positivo no potencial da proteina quando
coordenada a CO ou Oy devido a estabilizagdo da forma reduzida e um deslocamento negativo
no potencial de reducdo da proteina quando coordenada aos ligantes imidazol e CN™. O
deslocamento negativo de potencial nas formas cianomet-ReFixL e imz-ReFixL fora observado
como previsto, havendo deslocamento de -76 mV na presenca de imidazol e -175 mV na
presenca de cianeto. Todavia, quando FixL se coordena ao CO, que ndo altera
significativamente a atividade quinase da proteina, apesar da alta afinidade da proteina por este
ligante no estado reduzido, o potencial foi deslocado apenas +3 mV em relagdo a forma néo
ligada, deoxi-ReFixL. Adicionalmente, na presenca de O, contrariamente ao esperado, houve
um deslocamento do potencial de reducdo da proteina no sentido negativo em -70mV. Ao
analisar estes sistemas e o efeito provocado na atividade quinase, os ligantes que
reconhecidamente desativam a atividade quinase da proteina, como O,, CN™ e imidazol
apresentaram potenciais mais negativos que as formas da proteina que possuem atividade
quinase, deoxi-ReFixL e CO-ReFixL. Os resultados apresentados mostram que o potencial de
reducdo da proteina ReFixL ndo foi afetado apenas pela coordenacdo dos ligantes ao centro

metalico, mas também pelas alteragdes conformacionais que estes causam quando levam a
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proteina a um estado inativo. Estas alteragdes conformacionais ocorrem via redes de interacdo
entre residuos aminoacidos no microambiente do grupo heme por meio de pontes salinas e
ligacGes de hidrogénio. Possivelmente, a diferenca de potencial entre as proteinas ReFixL e
BjFixL estdo relacionadas a residuos aminoacidos ndo conservados em ambas as proteinas,
apesar de ndo se descartar a possibilidade de ser devido ao uso de dominio isolado versus

proteina nativa.
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