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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria diazotrdfica, gram-negativa e capaz de
colonizar gramineas. Como muitas outras espécies, ela também possui a
capacidade de sintetizar o dissacarideo trealose a partir de UDP-glucose e glucose-
6-fosfato. A trealose € um agucar essencial para a célula em condi¢bes ambientais
extremas, como seca e salinidade elevada, pois interage com as proteinas e
lipideos, estabilizando a sua conformacdo. O acumulo de trealose em plantas de
interesse econOmico € essencial para aumentar a capacidade de sobrevivéncia
frente a condicdes ambientais adversas. Isto pode ser alcancado introduzindo e
superexpressando os genes da sintese da trealose de outras espécies em células
vegetais. Em H. seropedicae, a via de biossintese da trealose € formada por dois
genes: 0 ofsA, codifica a trealose-6-fosfato sintase (TPS) e o ofsB, codifica a
trealose-6-fosfato fosfatase (TPP). O objetivo deste trabalho € a caracterizagao da
proteina TPP. A proteina TPP é membro da superfamilia HAD (dehalogenase
haloacida), caracterizada por dobras a/B-hidrolase na estrutura das enzimas e pela
utilizacdo de um residuo de aspartato como nucledfilo na reagao catalisada. Através
da analise comparativa com a TPP de T7hermoplasma acidophilum, gerou-se um
modelo tridimensional tedrico para a TPP de H. seropedicae. O modelo mostrou que
a proteina possui um dominio central com dobras a/B-hidrolase e um possivel cgp do
tipo C2. Além disso, observou-se evidente semelhanca na composigao e distribuigao
espacial dos aminoacidos que compdem o sitio ativo das TPPs dos dois organismos,
sugerindo afinidade pelo mesmo tipo de substrato. O gene of#sB foi amplificado a
partir do DNA cromossomal da bactéria e clonado no vetor de expressao pET-28a. A
proteina TPP foi entdo superexpressa e purificada por cromatografia de afinidade.
Os ensaios enzimaticos foram realizados utilizando p-nitrofenol fosfato (pNPP) como
substrato e indicaram que a enzima possui atividade 6tima a 50°C, em tampao
PIPES pH 6,1. A atividade da TPP mostrou-se dependente de Mg?*, indicando ser
este o provavel cofator da enzima, e suscetivel a inibicdo competitiva por Ca2*. Este
trabalho inicia a caracterizagdo dos genes da via de biossintese de trealose em
Herbaspirillum seropedicae. Uma vez concluido, o estudo permitira uma melhor
compreensao da potencialidade e eficiéncia das enzimas deste organismo
envolvidas na producéo final do dissacarideo.
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1 INTRODUCAO

A importancia da sustentabilidade esta cada vez mais clara no cenario
econdmico atual. O mercado global esta particularmente mais atento as questdes
relacionadas a produgao de energias alternativas a partir da biomassa vegetal.

Neste aspecto, o cultivo de cana-de-agucar tornou-se o principal foco para
producao de biocombustivel em larga escala, tendo o Brasil como lider mundial.
Essa lideranca e competitividade devem-se ao longo trabalho feito por
pesquisadores em instituicdes de ensino e pesquisa e em empresas privadas, que
resultou em uma valiosa bagagem de conhecimento e de tecnologia sobre a cana,
seus derivados e sobre o processo de producdo do etanol. Como resultado, a
eficiéncia energética do etanol da cana-de-agucar € muito superior ao do milho e da
beterraba (MACEDO ef al,, 2008).

As lavouras de cana-de-agucar para producdo de agucar e etanol sao
bastante exigentes em clima. Segundo o Zoneamento Agricola do Estado de Sao
Paulo (IAC, 1974), a planta necessita encontrar condi¢des térmicas e hidricas
adequadas no periodo vegetativo, para permitir desenvolvimento satisfatério, mas
também requer uma estacdo com acentuada restricdo hidrica ou térmica, para
enriquecimento em sacarose na época do corte.

Por este motivo, ndo séo todas as regides brasileiras que suportam o cultivo
de cana, levando em conta os diferentes climas e ecossistemas, o que acaba
prejudicando a potencial produgdo de etanol do pais. O governo brasileiro esta
desenvolvendo um projeto, o ZAE-Cana, que visa avaliar a aptiddo das regides
brasileiras para o plantio da cana-de-agucar.

Neste contexto, verifica-se também o interesse em desenvolver variedades
de cana-de-agucar resistentes a estresse osmoético, por exemplo, através de
técnicas de biologia molecular, para que futuramente regides brasileiras menos
favoraveis, de clima semi-arido, possam também alojar culturas desta planta de
consideravel interesse econémico.

Entre as estratégias utilizadas por diferentes grupos de pesquisa, encontra-
se a aplicacao de determinadas propriedades bioprotetoras dos agucares, como por
exemplo a trealose (GARG ef al, 2002; KARIM et al, 2007; GE et a/, 2008). Tais
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estudos mostraram que o acumulo deste dissacarideo nas células vegetais, atraves
da superexpressao dos genes da via biossintética da trealose de outros organismos,
resultou em uma maior resisténcia a estresse osmaotico.

Este trabalho inicia a caracterizagdo dos genes da via de biossintese de
trealose em Herbaspirillum seropedicae, uma bactéria endofitica. Os genes 0#sA e
ofsB codificam respectivamente a trealose-6-fosfato sintase (TPS) e trealose-6-
fosfato fosfatase (TPP) ambos envolvidos na biossintese de trealose a partir de
glucose-6-fosfato e UDP-glucose. Uma vez concluido, o estudo permitira uma
melhor compreensao da potencialidade e eficiéncia das enzimas deste organismo
envolvidas na producéo final do dissacarideo. Para tanto, torna-se necessario isolar
e expressar 0s genes OfsA e ofsB, para posterior purificagdo das enzimas e
execugao dos respectivos ensaios de atividade. Uma vez confirmada a fungao das
proteinas TPP e TPS de H. seropedicae, os genes poderédo ser introduzidos em
células vegetais, aumentando a concentragdo de trealose intracelular, esperando
que este aumento promova sua agao protetora ao estresse hidrico.

O foco deste trabalho sera inicialmente dirigido para a enzima trealose-6-
fosfato fosfatase (TPP).

1.1 CENARIO ECONOMICO ATUAL

Em resposta a rapida elevagao dos precos do petrdleo, em meados dos
anos 1970, o Brasil langou uma iniciativa global que visava a diminuicdo da
dependéncia da energia importada, tornando-se hoje praticamente autossuficiente
no setor energético. Parte essencial da estratégia brasileira na area foi a utilizagao
de etanol a partir da cana-de-agucar no setor de transportes em substituicdo as
importacdes de petroleo.

Desta forma, o Brasil se tornou exemplo internacional no uso de energia
renovavel, pois enquanto a média mundial atual é de apenas 12,6% do consumo
total, no Brasil esse indice chega a quase 46%. Vale destacar ainda que a utilizag&o
do etanol como fonte de energia renovavel nos ultimos 30 anos evitou a emissao de
850 milhdes de toneladas de CO2 na atmosfera (BRASIL. SECRETARIA DE
IMPRENSA E DE COMUNICAGCAO SOCIAL. Brasilia, 2009).
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A tecnologia propria permitiu que todos os equipamentos empregados nas
usinas e destilarias, assim como as maquinas usadas na colheita fossem produzidos
e desenvolvidos no Pais. Além disso, o Brasil possui a maior frota de automoveis
flex-fuel e o maior e mais bem sucedido programa de substituicdo de combustiveis
fésseis por combustiveis renovaveis. Tudo isso fez da pesquisa de biocombustiveis
no Brasil uma referéncia mundial. Ainda assim, o Pais tem um enorme potencial

para a expansao da oferta de energia renovavel.

1.2 DISTRIBUIGAO DO PLANTIO DE CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar e o
segundo maior produtor de etanol, uma vez que os Estados Unidos suplantaram a
producao brasileira de etanol combustivel em 2006. Em 2008, a area plantada com
cana no Brasil superou 7 milhdes de hectares, com uma produtividade de mais de
81.000 kg por hectare (CONAB, 2008). A producgao de cana de agucar concentra-se
na regidao Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, com aproximadamente 90% da
producao anual. Ja a tradicional regido produtora do Nordeste do pais responde hoje
por pouco mais de 10% da produgao nacional. O estado de Sdo Paulo destaca-se
como maior produtor do pais, com aproximadamente 60% da produg¢ao nacional de
cana de acgucar e de etanol. O plantio de cana em Sao Paulo chegou a ocupar mais
de 3,8 milhdes de hectares na safra 2008, segundo dados da CONAB.

Nos ultimos anos, o chamado setor sucroalcooleiro obteve rapido
crescimento, atingindo na ultima safra um montante de matéria-prima 13,9% maior
que na safra passada. Relativo a produgdo de agucar o aumento foi de 2,6%,
enquanto que referente ao alcool houve um significativo aumento de 15,7%.

Estes numeros confirmam a tendéncia de crescimento na producédo de
alcool, muito acima do que é observado para o agucar. Este fato corresponde a
demanda crescente de etanol combustivel como fonte energética, tanto no mercado
interno, influenciado pelo sucesso dos veiculos flex-fuel langcados em 2003, quanto
pela exportacdo, sobretudo para os Estados Unidos, Unido Européia e Japao,

devido a politicas de estimulo do uso do etanol em substituicdo parcial da gasolina.
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Em consequéncia destas mudangas observadas nos mercado nacional e
internacional, este ano o Ministério brasileiro do Meio Ambiente estimou que até
2017, a area cultivada com a cana no pais crescera em 5 milhdes de hectares,
chegando aos 12 milhdes, possibilitando assim atingir a meta do aumento de 11%
ao ano de producdo de etanol, conforme estabelecido no Plano Nacional de
Mudancas Climaticas criado pelo governo brasileiro. A expectativa do governo € que
o Brasil dobre a area atual de cultivo da cana até 2020.

No entanto, vale ressaltar que nem todas as regides brasileiras sao
passiveis de receber plantio da cana-de-agucar, pois o cultivo exige condicdes
térmicas e hidricas especificas, especialmente visando o etanol como produto final.
Entdo, para direcionar esse elevado crescimento de area de plantio de cana, o

governo planeja utilizar como instrumento o ZAE-Cana.

1.3 ZAE-CANA: UM INSTRUMENTO DE ORDENAMENTO DA EXPANSAO
CANAVIEIRA

O ZAE-Cana ftrata-se de um projeto coordenado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e executado sob a lideranca da Embrapa,
com a participagao ativa do Ministério do Meio Ambiente. O governo federal realiza o
Zoneamento Agroecologico da Cana-de-Agucar com o propdsito de estabelecer as
condicdes necessarias para a sustentabilidade da producao de etanol no Pais.

O objetivo deste projeto € avaliar a aptiddao das regides brasileiras para o
plantio da cana-de-agucar através de um criterioso estudo do clima e do solo,
levando em consideragdo os aspectos ambientais, econdmicos e sociais. A partir
deste estudo a orientagdo do governo é de que o Pais ndo utilize mais que 7,5% do
seu territério para o plantio da cana, como mostra o mapa da FIGURA 1.

Para orientar a expansao sustentavel da producédo de cana, alguns critérios
foram estabelecidos. Primeiramente, a producao so sera permitida nas areas onde a
colheita possa ser mecanizada, o que eliminara a possibilidade de novas
queimadas. Foram indicadas areas com potencial agricola onde a irrigacéo seja a
menor possivel, 0 que proporcionara economia de agua e energia. Foi proibida a

supressao de vegetagao nativa, portanto a implantagdo de novos projetos ocorrera
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em areas antropizadas, em especial as de pecuaria. E por fim, um dos fatores
primordiais € que a Amazébnia, Pantanal e a bacia do Alto Paraguai ndo poderao ser

utilizadas para a expansao do cultivo de cana.

FIGURA 1. MAPA DO BRASIL COM AS AREAS APTAS PARA O PLANTIO DA CANA-DE-AGUCAR,
SEGUNDO O ZONEAMENTO AGROECOLOGICO ELABORADO PELA EMBRAPA. Fonte: Embrapa

Atualmente, a cana-de-acucar é cultivada em menos de 1% do territorio
nacional (aproximadamente 7 milhdes de hectares), enquanto que a pecuaria
abrange mais de 170 milhdes de hectares. De acordo com o Ministério da
Agricultura, até 64,7 milhdes de hectares poderdo ser usados para o plantio da cana
sem que isso represente prejuizo ambiental. Portanto, apesar de 92,5% do territorio
nacional ndo estar incluido na expansao canavieira, existem 40 milhdes de hectares
a serem utilizados em areas de pastagens degradadas, e outros 4 milhdes de
hectares hoje dedicados a pecuaria e lavouras.

O objetivo final do ZAE-Cana € garantir que o Brasil continue crescendo sem
perder suas riquezas, aproveitando ao maximo o fato de possuir uma avangada

tecnologia agricola tropical.
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1.4 CARACTERISTICAS DA CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € classificada como uma planta de
clima semi-tropical, cuja cultura se estende por todo o periodo do ano. Nesse
aspecto, difere das culturas anuais de ciclo curto, como as de arroz, algodao, trigo,
batata, entre outras, que sdo influenciadas pelas caracteristicas climaticas dos
diferentes periodos do ano. Entretanto, as exigéncias climaticas da lavoura
canavieira podem diferir bastante segundo a finalidade: agucar de usina, aguardente
ou forragem.

As lavouras para produgao de agucar sdo mais exigentes em clima, pois ha
necessidade de alta producdo de sacarose e, para obté-la, a planta necessita de
condigbes térmicas e hidricas adequadas no periodo vegetativo, para permitir
desenvolvimento satisfatério da planta. E também fundamental que exista uma
estacao de repouso com acentuada restricdo hidrica ou térmica, para forgar repouso
da planta e enriquecimento em sacarose para a época do corte (IAC, 1974).

Dessa forma, para evitar os efeitos de um periodo hibernal rigoroso, que
reduza demasiadamente a estacao vegetativa, a cultura agucareira costuma estar
restrita a zona intertropical, com poucas penetragdes em areas de latitudes mais
elevadas da zona subtropical. Seria suficiente que em alguns meses do ano, a
temperatura caisse abaixo de 15°C, para que se tivesse de recorrer a variedades
precoces e resistentes ao frio (IAC, 1974).

Especificamente no estado de S&o Paulo, encontram-se as mais variadas
condigdes e restricdes climaticas para a lavoura canavieira. Certas areas possuem
clima que pode ser considerado ideal, sem restricido alguma. Outras apresentam
restricbes, térmicas ou hidricas, mas em geral moderadas, que permitem a atividade
em condi¢gdes econdmicas, sem exigir recursos e técnicas agronémicas especiais.

Fatores diversos podem influenciar a maturacdo da cana, o rendimento de
sacarose e a presenca de glucose no caldo, mas sdo dois os principais fatores
climaticos: baixa temperatura e umidade.

A queda da temperatura média diaria abaixo de determinados limites reduz
substancialmente o crescimento da cana e a auséncia de estacdo seca também

prejudica o acumulo de sacarose, pois com o consumo de produtos assimilados no
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processo de crescimento, sobram menos desses produtos para serem armazenados
na haste da cana.

Apesar disso, quando a deficiéncia hidrica excede determinados limites,
pode afetar seriamente o desenvolvimento e a produtividade do canavial. Varios
fatores influenciam o estabelecimento deste limite, mas uma vez ultrapassado, as
deficiéncias passam a ser prejudiciais a lavoura canavieira e a exigir corregao pela
irrigacao suplementar, de elevado custo.

Desta forma, verifica-se um interesse em buscar solugdes para aumentar a
resisténcia das lavouras de maior interesse econbmico frente a condicdes
ambientais adversas. Alguns grupos de pesquisa da area de biotecnologia agricola
desenvolveram estudos em busca de moléculas que proporcionassem um efeito
bioprotetor as plantas. Entre as estratégias utilizadas encontra-se a aplicagdo de
determinadas propriedades bioprotetoras dos agucares (GARG ef a/, 2002; KARIM
et al, 2007; GE et a/, 2008).

1.5 ACUCARES NAO REDUTORES: MOLECULAS BIOPROTETORAS

Os agucares possuem um papel fundamental na manutencao da vida. Sua
natureza versatil lhes possibilita atuar em diferentes fungdes centrais na célula,
como no fornecimento e estoque energético, na arquitetura celular, na comunicagao
intra e intercelular e na integragdo do metabolismo.

Uma classe de acucares sao os nao redutores. Estes acucares, como a
sacarose e a trealose, sao fonte de energia soluvel na forma de moléculas estaveis
e sao também conhecidos por possuirem propriedades bioprotetoras.

A trealose € um dissacarideo nao redutor formado a partir de UDP-glucose e
glucose-6-fosfato, numa ligacdo a(1-1), pela acdo das enzimas trealose-6-fosfato
sintase (TPS) e trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) (FIGURA 2).
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FIGURA 2. BIOSSINTESE DA TREALOSE A PARTIR DE UDP-GLUCOSE E GLUCOSE-6-
FOSFATO. A enzima TPS catalisa a reagdo de condensacdo de UDP-glucose e glucose-6-fosfato
através da formagao de uma ligagdo O-glicosidica, gerando a trealose-6-fosfato. A enzima TPP

promove a hidrolise do fosfato da trealose-6-fosfato, gerando a molécula de trealose.

Apesar de ser estruturalmente similar a sacarose, a trealose possui maior
estabilidade em altas temperaturas e pH acido, além de possuir elevada solubilidade
em agua, hidrolise lenta, baixa higroscopicidade e alta temperatura de transicao
vitrea (PAUL ef al, 2008) Devido a estas caracteristicas, € muito utilizada na
industria cosmética e alimenticia, mas possui também aplicagbes na agronomia. A
sua importancia para o fenétipo celular reside no fato de proporcionar resisténcia a
possiveis situagdes de estresse osmoético, pois interage com proteinas, lipideos e
outras macromoléculas, estabilizando a sua conformacgéao (PAUL ef al,, 2008).

A capacidade de sintetizar trealose é amplamente distribuida entre os seres
vivos, estando presente em todos os reinos, desde procariotos até plantas e
animais, exceto em vertebrados. A quantidade de trealose produzida e utilizada,
entretanto, varia de espécie para espécie. Artropodes a utilizam como ponto inicial
na construgdo do exoesqueleto quitinoso, sendo o principal agucar encontrado na
sua circulagdo sanguinea (MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003). Ja nas plantas,
apesar de terem a capacidade unica de sintetizar trealose e sacarose, encontram-se
poucos tragcos de trealose, em concentragdes de micromolares ou menor, exceto
naquelas originarias de desertos que podem conter concentragdes de milimolares do
agucar para protegé-las do estresse osmoético (PAUL et a/., 2008).

A principal razdo para as plantas utilizarem preferencialmente a sacarose € a

elevada solubilidade deste dissacarideo, compativel com as altas concentragdes
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encontradas no floema, e a habilidade de liberar UDP-Glucose diretamente da
sacarose sob acio da sacarose sintase, podendo entao ser utilizada na formagao da
parede celular (PAUL ef al.,, 2008).

As plantas podem acumular outros compostos bioprotetores além da
trealose, como a sacarose, frutana e oligossacarideos da familia da rafinose
(LEYMAN ef al, 2001). A sacarose torna-se vantajosa por ndo estar tdo prontamente
disponivel como fonte energética para patdgenos, pois alguns deles ndo possuem a
invertase, garantindo assim maior protecao (WINGLER, 2002).

Apesar dos aparentes prejuizos que altas concentracdes de trealose podem
trazer as plantas, estudos mostraram que superexpressando genes da via
biossintética da trealose de outros organismos em vegetais, ha um acumulo do
dissacarideo nas células levando a uma maior resisténcia a estresse osmoético
(GARG et al, 2002; KARIM et al, 2007; GE et al, 2008).

1.6 PRODUCAO DE TREALOSE EM Herbaspirillum seropedicae

A bactéria Herbaspirillum seropedicae foi o organismo modelo escolhido
para a realizacdo deste trabalho. E um microrganismo diazotréfico, gram-negativo,
pertencente a subdivisdo [ das proteobactérias e capaz de colonizar gramineas.
Como muitos outros microrganismos, esta bactéria também possui os genes
necessarios para a biossintese da trealose em seu genoma (PROGRAMA
GENOPAR): o ofsA, codificando a trealose-6-fosfato sintase (TPS) e o ofs5,
codificando a trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) (FIGURA 3).

glucoamilase

200 pb

FIGURA 3. ORGANIZACAO DOS GENES otsA E otsBNO GENOMA DE H. seropedicae. putP. gene

de proteina de simporte de Na+/prolina; hp: proteina hipotética.
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A organizacao destes genes no genoma de H. seropedicae, representada
pela Figura 3, é bastante similar a de outros organismos, principalmente entre as

proteobactérias, e sera discutida em maiores detalhes na sec¢ao de resultados.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto foi caracterizar a enzima trealose-6-fosfato

fosfatase de Herbaspirillum seropedicae.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2 Buscar e identificar o gene ofsB de H. seropedicae com base no banco de

dados do Programa GENOPAR e através de analises de homologia;

o Clonar o gene ofsB em vetor de superexpressao e superexpressa-lo em E.

colf

2 Purificar por meio de métodos cromatograficos a proteina TPP (trealose-6-

fosfato fosfatase) para posterior caracterizacao enzimatica;

¢ Caracterizar a trealose-6-fosfato fosfatase com ferramentas /n silico para

melhor entendimento de sua funcgao.

o Realizar ensaios preliminares de caracterizacdo da atividade enzimatica,

determinando as condi¢des 6timas de reacgao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. BACTERIAS E PLASMIDEOS

As estirpes de bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estao
listados nas TABELAS 1 e 2.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS DAS ESTIRPES DE BACTERIAS UTILIZADAS.

Escherichia coli CARACTERISTICAS REFERENCIA/FONTE

Estirpe de manutencgao de plasmideos
recombinantes. Mutante em genes de
TOP10 INVITROGEN
recombinagao e endonuclease [recA- endA]

SmR

Estirpe de expressao génica a partir do

promotor T7. Possui o gene da T7 RNA

BL21 (ADE3) ) NOVAGEN
polimerase regulado por um promotor /ac
[decm AN(DE3)]
Herbaspirillum . N
CARACTERISTICAS REFERENCIA/FONTE
seropedicae
SmRA1 Estirpe tipo Z78 SmR, Nif+ MACHADO et al.,, 1996

TABELA 2 - CARACTERISTICAS DOS PLASMIDEOS UTILIZADOS.

PLASMIDEOS CARACTERISTICAS REFERENCIA/FONTE

pCR2.1 Vetor de clonagem/ promotor lac. KmR AmpR. Invitrogen

Vetor de expressao/ promotor T7. Gera proteina

pET28a ] ] Novagen
de fusdo com His-Tag N- terminal. KmR

pCR2.1 contendo o gene ofsBde H. seropedicae.
pCR-OTSB KR AmoR Este trabalho
mR AmpR.

pET28a contendo o gene ofsB de H. seropedicae
pET-OTSB ) ) Este trabalho
no sitio de policlonagem. KmR
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3.2. REAGENTES

Lisozima, Tris base, glicerol, SDS, acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de
amoénio, TEMED, e os antibiéticos foram adquiridos da Sigma Chemical Company.
Fenol, agar e agarose foram adquiridos da Invitrogen (Life-Technologies). EDTA,
NaCl, NaOH, etanol, metanol, acido acético, isopropanol, cloroférmio e alcool
isoamilico foram adquiridos da Merck ou Reagen. As enzimas modificadoras de DNA
e RNAse foram adquiridas da GE Healthcare, Gibco-BRL (Life-Technologies) ou
New England Biolabs. Extrato de levedura, triptona e agar bacteriolégico foram
adquiridos da Merck e Biobras. Os demais reagentes utilizados foram provenientes

de diversas fontes, todos sendo reagentes analiticos.

3.3. MEIOS DE CULTURA

3.3.1. Meios empregados para o cultivo de H. seropedicae

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFb malato liquido

(Machado ef al,, 1996), cuja composi¢cao segue abaixo:

CONCENTRAGAO FINAL

MgS04.7H20 2x101g/L
NaCl 1x101g/L
CaCl2 2x102g/L
Acido nitrilo-triacético (NTA) 5,6 x 102 g/L
FeS04.7H20 2x102g/L
Biotina 1x104g/L
NazMo04.2H20 1g/L
MnSOa4.H20 1,175 g/lL
H3BOs 1,4 g/lL
CuS04.5H20 4 x102g/L
ZnS04.7H20 1,2x 10" g/L
Malato 59g/L
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No momento do inéculo foram adicionados 50 mmol/L de solucao de fosfatos
(KoHPO4 17,8 g/L; KHoPO4 159,5 g/L), e 20 mmol/L de cloreto de aménio. A mistura
de fosfato e a solugédo de cloreto de amdnio foram autoclavadas separadamente e
adicionadas ao meio frio no momento do uso. Quando completo, o meio de cultura

apresenta pH 6,8 e € denominado NFbHPN malato.

3.3.2 Meios empregados para o cultivo de E. coli

Os meios de cultura utilizados no cultivo das estirpes de E£. coliforam: Luria-
Bertani Broth (LB), SOB e SOC.

O meio LB (SAMBROOK et al., 1989) apresenta a seguinte composigao:

CONCENTRAGAO FINAL

Triptona 10 g/L
Extrato de Levedura 54g/L
NaCl 10 g/L

O meio sélido LA é obtido a partir da adicdo de agar na concentragao de 15
g/L ao meio liquido LB.

Para preparo de células eletrocompetentes as estirpes de E£. coli foram
cultivadas em meio SOB (SAMBROOK et al., 1989). Este meio apresenta a seguinte

COmMposIigao:

CONCENTRAGAO FINAL

Extrato de levedura 5¢g/L
Triptona 20 g/L
NaCl 0,6 g/L
KCI 0,186 g/L

O pH é ajustado para 7 com NaOH 2 mol/L. O meio SOC é obtido com a
adicao de glucose 3,6 g/L, MgCl2 0,94 g/L e MgSO4 1,2 g/L ao meio SOB.
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3.4. ANTIBIOTICOS

Os antibidticos utilizados, as concentragdes das solugdes estoque e suas

concentracdes de uso estdao na TABELA 3.

TABELA 3 - CONCENTRAGOES DE ANTIBIOTICOS.

ANTIBIOTICOS SOLUCAO ESTOQUE (mg/mL) CONCENTRAGCAO FINAL (ug/mL)
Ampicilina (Amp) 250 250
Canamicina (Km) 100 100
Streptomicina (Sm) 80 80

As solugbes estoques de antibioticos foram preparadas em agua destilada
autoclavada e esterilizadas por filtracdo (Millipore HAWP 0,45um). Todas as

solucdes de antibidticos foram mantidas a —20°C.

3.5. CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido LB, SOB, ou SOC, a
temperatura de 37°C e agitacao (120 rpm). Para cultivo de £. coliem meio solido foi
utilizado o meio de cultivo LA a 37°C. O cultivo de H. seropedicae foi realizado em
meio liquido NFbHPN malato, mantido a 30°C e sob agitagao (120 rpm). Para cultivo
de bactérias em meio liquido foi sempre mantida a relacdo de 1/5 de volume de meio
para o volume total do frasco. Esta relacido é utilizada para manutencao da aeracao

durante o crescimento.

3.6. ARMAZENAMENTO DAS BACTERIAS

Estoques das estirpes de E£. coliforam preparados centrifugando-se 1 mL de
cultura saturada por 1 minuto a 13000 rpm. O sedimento de células obtido foi
ressuspendido em 1 mL de glicerol 50% e conservado a -20°C. As células também

foram mantidas em meio sélido a 4 °C.
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3.7. PURIFICACAO DE DNA TOTAL DE Herbaspirillum seropedicae

A técnica de purificagdo do DNA total de H. seropedicae foi modificada
daquela descrita por SOUZA (1991). Dez mililitros de cultura de H. seropedicae
(D.O.600 = 2,0) crescida em meio NFbHPN, contendo 80 pg/mL de streptomicina
foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos, a 4°C. As células foram lavadas
com 500 uL do tampéo TES (Tris-HCI 50 mmol/L pH8,0; EDTA 20 mmol/L pH 8,0;
NaCl 200 mmol/L) e ressuspendidas em 500 uL do mesmo. A lise celular foi obtida
com adicdo da enzima lisozima (100 ug/mL) e incubagdo a 30°C, durante 15
minutos. Para completar a lise das células, foi adicionado o detergente SDS na
concentragao final de 1% (m/v), e a mistura incubada a temperatura ambiente por 10
minutos. A degradacdo das proteinas foi feita adicionando-se Pronase E (500
ug/mL) seguida de incubagdo a 37°C por 16 horas. A mistura foi extraida uma vez
com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e duas vezes com cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1). Apds a extracao, o DNA foi precipitado com dois volumes de
etanol absoluto, lavado com 1 mL de etanol 80%, seco a temperatura ambiente e

ressuspenso em 200uL de agua ultra-pura autoclavada.
3.8. PURIFICACAO DE DNA PLASMIDIAL DE E. coli

A extragcdao dos plasmideos das células de E. coli Top10 foi realizada
segundo o método de lise alcalina modificado de SAMBROOK ef al. (1989). Depois
da purificagdo, o plasmideo foi analisado por eletroforese (agarose 0,8% em
TBE1X).
3.9. TRANSFORMACAO BACTERIANA POR ELETROPORACAO

3.9.1. Preparo de células competentes para eletroporagao

Para o preparo de células eletrocompetentes, duzentos e cinquenta mililitros

de meio liquido LB foram inoculados com 3 mL de uma cultura de E. coli cultivada
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durante 12 horas. A cultura foi incubada a 37°C sob agitagao até atingir uma D.O.s00
entre 0,5 e 1,0. A cultura foi mantida em gelo durante 30 minutos e em seguida
transferida para tubos estéreis e centrifugada a 4000 rpm por 5 minutos. As células
foram entdo lavadas sequencialmente com 30 mL de agua estéril gelada e
posteriormente, com 10 mL de glicerol 15% (v/v) estéril. Apds centrifugagédo o
sedimento de células foi ressuspenso em 0,5 a 1 mL de glicerol 10% e a suspensao

aliquotada em tubos e armazenada a -70°C.

3.9.2. Transformacéao bacteriana

Para transformagao bacteriana 50 ng do plasmideo purificado ou da mistura
da ligagdo vetor/DNA inserto foi adicionado a 40 pL da suspensdo de células
eletrocompetentes e a mistura foi incubada em gelo por 1 minuto. Essas células
foram transferidas para uma camara de eletroporagcdo e submetidas a um unico
pulso elétrico de aproximadamente 2,5 kQ por 6 mili-segundos. Apds o pulso
elétrico, a mistura foi transferida para um frasco estéril contendo 1 mL de meio SOC
e incubada a 37°C por cerca de 30 minutos para recuperagao. Aliquotas da

suspensao foram plaqueadas em meio LA contendo o antibiético adequado.

3.10 DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES PARA O GENE ofsB

DE Herbaspirillum seropedicae

A sequéncia do gene ofsB de H. seropedicae foi obtida do PROGRAMA
GENOPAR (www.genopar.org). Oligonucleotideos iniciadores com sitios de restricao
para Ndel e Hindlll introduzidos para posterior clonagem, foram desenhados para
amplificar a regiao desejada. Os oligonucleotideos foram analisados com o auxilio
do programa OligoAnalyzer® 3.1., o qual forneceu as caracteristicas descritas na
TABELA 4.
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TABELA 4 - SEQUENCIA E CARACTERISTICAS DOS OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS.

Nome do

OtsB FORWARD OtsB REVERSE
oligonucleotideo
Sequéncia 5'- CAAAACATATGACTGAGCAAAC -3' 5'- GCCAAGCTTACGGTTATCC -3'
Comprimento 21 nucleotideos 19 nucleotideos
Conteudo GC 42,9% 52,6%
Temperatura de
. 51,3°C 53,5 °C
fusédo (MT)
Dimero mais 5" CAAAACATATGACTGAGCAAAC 5" GCCAAGCTTACGGTTATCC
i i - SRR AR
estavel 3" CAAACGAGTCAGTATACAAAAC 3" CCTATTGGCATTCGAACCG
AG? do dimero
. i -7,82 kcal/mol -10,23 kcal/mol
mais estavel
Sitio de restrigéo .
Ndel: CATATG Hindlll: AAGCTT

inserido

5" GCCAAGCTTACGGTTATCC
i :

Heterodimero mais

estavel 3" CAAACGAGTCAGTATACAAAAC
AG® do

heterodimero mais -4,74 kcal/mol

estavel

3.11 AMPLIFICACAO DO GENE ofsB DE Herbaspirillum seropedicae

A amplificagdo do DNA foi realizada pela técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) como descrito por KOCHER e WILSON (1991) utilizando os
oligonucleotideos sintetizados quimicamente. Para a reacédo de amplificagdo foram
utilizados: tampao de PCR (20 mmol/L Tris-HCI pH 8,4 e 50 mmol/L KCI), 0,2 mmol/L
dNTPs, 10 pmol de cada oligonucleotideo, 1,5 mmol/L MgCl,, 0,75 pL de DMSO,
aproximadamente 10 ng de DNA molde e 1 unidade de 7aqg DNA polimerase em um
volume final de reagao de 20 uL. Diferentes condi¢cées foram testadas no decorrer
das amplificagdes, entre elas: (l) variagdo de MgCl, de 0,5-3 mmol/L; (ll) variagcao da

quantidade de oligonucleotideos, de 5-50 pmol; (lll) presengca ou auséncia de
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DMSO; (IV) diferentes DNA polimerases termo estaveis (7ag DNA polimerase -
purificada em nosso laboratorio, 7ag DNA Polymerase — Fermentas). Também foram
testados varios parametros para os ciclos de amplificagdo, incluindo diferentes
temperaturas de anelamento e tempo de extensdo, e diversos gradientes de

temperatura.

3.12 ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

As amostras de DNA foram diluidas em 0,5 V de Fsuds (Tris-HCI 65 mmol/L
pH 8,0, EDTA 1,75mmol/L, Ficoll ® 10%, SDS 1%, azul de bromofenol 0,025) e
aplicadas em gel de agarose (1 %), em tampao TBE 1X (Tris base 10,8 g/L, acido
bérico 5,5 g/L e EDTA 0,5 mol/L pH 8,0, 4 ml/L,). A corrida eletroforética foi realizada
sob voltagem constante de 60 V, utilizando-se o sistema horizontal HE33 da Hoeffer
(Amersham Biosciences).

Apods a eletroforese, os géis foram corados com solu¢gdo de brometo de

etidio (0,5 ug/mL) e visualizados em sistema UVP (Biolmaging Systems).

3.13 LIGAGAO DO FRAGMENTO DE PCR NO VETOR pCR 2.1

Na reacao de ligagéo, foram utilizados 10 ng do vetor pCR 2.1 (Invitrogen),
comercializado na forma linear, e 5 pL do produto de amplificacdo. A reacao de
ligacao foi realizada em presenca de 1U de T4 DNA ligase e tampao T4 DNA ligase
1x (66mmol/L Tris-HCI pH 7,6, 6,6 mmol/L MgCl2, 10mmol/L DTT, 66 umol/L ATP) e
incubada a 16°C durante a noite. O produto da reacéao foi eletrotransformado em E£.
coliTop 10.

As bactérias transformadas foram selecionadas pela resisténcia aos
antibidticos canamicina (100 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL) e também através do
cultivo em meio solido com x-gal (40 pg/mL). Os plasmideos foram extraidos pela
técnica de purificagdo plasmidial por lise alcalina e analisados por clivagem com as
enzimas de restricdo EcoRIl e posteriormente Ndel e Hindlll. O plasmideo

recombinante contendo o gene o#sB de H. seropedicae foi denominado pCR-OTSB.
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3.14 SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de terminagao de
cadeia utilizando didesoxirribonucleotideos (SANGER ef al, 1977) e um
sequenciador automatico de DNA (Applied Biosystems modelo 377). Neste sistema
quatro didesoxinucleotideos fluorescentes sao utilizados como terminadores de
cadeia, seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida e detec¢cao a Laser. As
reacoes de sequenciamento sao realizadas utilizando o sistema ET terminator (GE
Healthcare), e os parametros de amplificacdo sdo definidos de acordo com os
iniciadores utilizados. Como DNA molde para as reagdes de sequenciamento foram
utilizados plasmideos purificados. Os plasmideos molde para sequenciamento foram
purificados como descrito no item 3.8, mas com a adicdo de RNAse 10ug/mL,
incubando por 2 horas a 37°C. Cerca de 200 a 500 ng de DNA plasmidial foram
utilizados nas reacdes de sequenciamento. Apos a reacao, a mistura foi precipitada
com etanol absoluto e acetato de amoénio. O precipitado (pellef) foi lavado com
etanol 70% e ap6s secagem a vacuo, permaneceu armazenado a -20° até o

momento do sequenciamento.

3.15 CLIVAGEM DO DNA COM ENZIMAS DE RESTRICAO

A digestao do DNA foi feita segundo protocolo descrito por SAMBROOK ef
al. (1989) ou especificado pelo fabricante. Uma a cinco unidades das diferentes
enzimas de restricdo foram utilizadas para digestdo de 0,2 — 1 ug de DNA, em um
volume de 20 a 100 pL durante a noite em tampéao e temperatura adequados para
cada enzima. Apos incubagdo, o DNA foi incubado a 80°C para inativagdo das
enzimas e entao precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, lavado com etanol
80% e seco a vacuo. O precipitado foi dissolvido em 5 a 10 yL de agua ultra
purificada estéril. A clivagem foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%
(tampéao TBE 1X).
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3.16 ISOLAMENTO DO INSERTO CONTENDO O GENE o#sB

O plasmideo pCR-OTSB foi digerido com as enzimas Ndel e Hindlll, para
liberagdo do inserto contendo o gene ofsB. O DNA digerido foi submetido a uma
corrida eletroforética em gel de agarose a baixo ponto de fusédo (LMP 0,8% em TAE
1X). A banda de gel LMP contendo o fragmento do tamanho esperado foi cortada e
submetida a purificagdo utilizando o kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification”

(Amersham Pharmacia Biotech).

3.17 LIGAGAO DO INSERTO AO VETOR pET 28a

O vetor pET-28a foi digerido com as mesmas enzimas que o plasmideo
pCR-OTSB (Ndel e Hindlll). O vetor linearizado foi incubado com o fragmento
purificado do gene ofsB a 16°C durante 4 a 8 horas, na presenca de 1U de T4 DNA
ligase e tamp&o T4 DNA ligase 1x (66 mmol/L Tris-HCI pH 7,6, 6,6 mmol/L MgCl,, 10
mmol/L DTT, 66 umol/L ATP). Apos a reagéao, 2 ul da mistura foram utilizados para a
eletroporacao da estirpe TOP10 de E.coli As bactérias transformadas foram
selecionadas pela resisténcia ao antibiético canamicina (100 pg/mL). Os plasmideos
foram extraidos pela técnica de purificacdo plasmidial por lise alcalina e analisados
por clivagem com enzimas de restricdo. O plasmideo recombinante contendo o gene
otsB foi denominado pET-OTSB.

3.18 ELETROFORESE SOB CONDICOES DESNATURANTES (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas sob condigdes desnaturantes foi realizada em
gel de poliacrilamida como descrito por LAEMMLI (1970). A concentracédo do gel de
separacao foi de 12% (m/v) e o sistema utilizado foi tris-glicina. As solugdes estoque

utilizadas estao descritas na TABELA 5, abaixo:
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TABELA 5 - SOLUCOES PARA ELETROFORESE SOB CONDIGOES DESNATURANTES.

ACRILAMIDA 30% Acrilamida (acrilamida:bis-acrilamida 37,5:1) Armazenada a 4°C
SOLUGAO 2 1,5 M Tris-HCI pH8,8; 0,3% SDS Armazenada a 4°C
SOLUGAO 3 0,5 M Tris-HCI pH6,8; 0,4% SDS Armazenada a 4°C
10% PA Persulfato de amdnio 10% v/v em agua Armazenada a 4°C

TAMPAO DE 2% SDS 10%glicerol; 0,01% azul de bromofenol;
Armazenada a 4°C

AMOSTRA 0,0625 M Tris-HCI pH 6,8; 5% B-mercaptoetanol

TAMPAO DE Armazenado a temperatura
30 g Tris-base, 140 g Glicina 10 g SDS por litro )

CORRIDA (10X) ambiente

As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical Mini Protean 3 Cell
seguindo recomendacao do fabricante (BioRad). As corridas foram realizadas a
180V em tampao de corrida 1X durante um intervalo de 1 a 2 horas, dependendo do
tamanho da amostra. Apdés a corrida o gel foi corado com azul brilhante de
Coomassie R-250 0,05% (m/v) e descorado com uma mistura de metanol:acido

acético:agua (5/1/4, v/viv) para a visualizagdo das bandas de proteinas.

3.19 EXPRESSAO DA PROTEINA TREALOSE-6-FOSFATO FOSFATASE (TPP)
DE H. seropedicae EM E. coli

Dez mililitros de meio LB foram inoculados na propor¢éo de 1/100 com uma
cultura de E. coli estirpe BL21 (ADE3) cultivada durante a noite e transformada com
o plasmideo pET-OTSB. As células foram incubadas a 37°C sob agitacao constante
(120 rpm) até atingirem uma D.O.e00 de aproximadamente 0,4. Neste ponto, foi
adicionado IPTG na concentragdo final de 0,5 mmol/L ou lactose 0,5% (m/v). A
seqguir, as culturas continuaram incubadas sob agitagao constante a 37°C ou a
temperaturas menores por um periodo de 4 a 16 horas, dependendo da temperatura
de incubagdo. Como controle negativo, incubou-se uma cultura das células sem a
presenca de qualquer agente indutor por trés horas. Apds indugao as células foram
coletadas por centrifugagcdo (13000 rpm por 1 minuto a 4°C). Para analise das
proteinas, o sedimento de células foi ressuspenso em 400 yL de tampao S (50
mmol/L Tris.HCI pH 8,0, 200 mmol/L NaCl) acrescido com 0,5 mmol/L de MgClz, e as
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células foram lisadas por sonicagdo por 2 minutos em ciclos de 20 segundos
seguidos de 1 minuto de intervalo, no gelo, utilizando um sonicador (Heat System)
equipado com uma microponta. Apés a lise, a mistura foi centrifugada a 13000rpm
por 5 minutos a 4°C. As fragdes soluveis e insoluveis foram analisadas através de
separacao eletroforética em géis de poliacrilamida na presengca de SDS (SDS-
PAGE) segundo LAEMMLI (1970), assim como a proteina total.

3.20 PURIFICACAO DA TPP-HIS DE H. seropedicae

O plasmideo pET-OTSB, contendo o gene ofsB de H. seropedicae clonado
no vetor pET28a, foi utilizado para superexpressar a proteina de fusdo TPP-His com
uma sequéncia de aminoacidos contendo 6 residuos de histidinas na por¢cao N-
terminal (sequéncia HisTag). Para purificacdo dessas proteinas, 1000 mL de uma
cultura de E. coli BL21 (ADE3) transformada com o plasmideo pET-OTSB foi
induzida como descrito no item anterior nas condi¢gdes que resultaram em uma maior
solubilidade da proteina (IPTG 0,5 mmol/L, MgCl> 0,5 mmol/L, incubagéo a 20°C por
16 horas). Apos inducao, a suspensao de células foi sonicada com 6 pulsos de 20
segundos, seguidos de incubagao em gelo por 30 segundos. O sobrenadante livre
de células foi aplicado em uma coluna preenchida com a matriz chelating sepharose
carregada com Ni*2, com volume final de 5,6 ml. Em seguida, foram feitas lavagens
sucessivas com 30 volumes de tampao de lavagem A (50 mmol/L TrisCl pH 8,0, 200
mmol/L NaCl) contendo 20 mmol/L de imidazol. A eluigdo da proteina de fusao foi
feita com um gradiente linear do tampdo B pH 8,0 (50 mmol/L TrisCl pH 8,0, 200
mmol/L NaCl, 1000 mmol/L de imidazol). A purificacédo foi analisada por eletroforese
em SDS-PAGE segundo LAEMMLI (1970) e as fragdes contendo a proteina TPP-His
foram dialisadas contra o tampao D (50 mmol/L Tris-HCI pH 8.0, 200 mmol/L NaCl)
acrescido com 0,5 mmol/L de MgCl> e em seguida armazenadas em aliquotas de
1000 pL em glicerol 50%, concentragao final. Todas as etapas da purificagao foram

realizadas a 4°C.
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3.21 DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD

Esse método é baseado na formacao de um complexo de cor azul, através
da interagdo do corante Coomassie G250 com a proteina (BRADFORD, 1976). O
sistema de reacdo contém 1 mL de solugdo de Bradford (100 mg/L Coomassie
Brilliant Blue G250, 95% etanol, 85% acido fosférico) e 100 yL de amostra. Essa
mistura € homogeneizada e a absorbancia determinada a 595 nm. A curva padrao é
feita utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao. A sensibilidade deste

método € de 1 a 10 pg de proteina.

3.22 CARACTERIZAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA TPP DE Herbaspirillum

seropedicae

3.22.1 Ensaios de determinacgao da atividade enzimatica

O método utilizado para determinagdao da atividade enzimatica foi o
espectrofotométrico, usando como substrato o p-itrofenil fosfato (pNPP). A hidrolise
deste composto libera um composto cromogénico, o p-itrofenol (pNP) que, em pH
alcalino, tem forte cor amarela e, portanto, absorve a luz visivel na regiao de 410 nm
(FIGURA 4).
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FIGURA 4. REPRESENTACAO DA REAGAO ENZIMATICA DE HIDROLISE DO p-NITROFENIL
FOSFATO. O produto, p-nitrofenol, em condi¢des alcalinas se transforma em p-itrofenolato e pode

ser quantificado por espectrofotometria utilizando um filtro de 410 nm.
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As reacoes foram realizadas em microplacas de 96 pogos, com um volume
reacional de 200 pL. O tampéao de reagao com substrato era composto da seguinte
forma: tampao PIPES 50 mmol/L pH 6,1, MgCl> 20 mmol/L, DTT 5 mmol/L, pNPP 75
mmol/L. Cada poco da placa continha 100 pL do tampao de reagao mais substrato e
100 uL da solucdo de enzima, numa concentracao final de PIPES 25 mmol/L pH 6,1,
MgCl> 10 mmol/L, DTT 2,5 mmol/L, pNPP 37,5 mmol/L. As reag¢des foram incubadas
por 30 minutos em banho-maria a 50°C e depois alcalinizadas com 50 yL de Tris-
base. Para cada reacéao foi feito um pocgo controle contendo exatamente a mesma
composi¢cao de tampao de reagao adicionado de 100 yL de tampao da enzima sem
enzima (50 mmol/L Tris-HCI pH 8,0, 200 mmol/L NaCl, 0,5 mmol/L de MgCl> em
glicerol 50% - v/v). O resultado das reagdes foi determinado por espectrofotometria a
410 nm em leitor de microplacas BIO-TEK, Modelo ELX800 (Highland Park,
Vermont, EUA). O valor do controle foi subtraido dos valores obtidos para as
reacoes catalisadas. Assumiu-se como unidade de atividade enzimatica a

quantidade de enzima que gera 1 pmol de produto por minuto.

3.22.2 Efeito do pH na atividade enzimatica

O efeito de pH na atividade enzimatica foi estudado na faixa de pH 5,6 a
10,6, usando diferentes composi¢cdes de tampdes para que as faixas de pHs se
sobrepusessem. A descricao dos tampdes e respectivos pHs esta detalhada na
TABELA 6.

TABELA 6 — COMPOSICAO DOS TAMPOES UTILIZADOS PARA OS ENSAIOS DE EFEITO DO pH
NA ATIVIDADE ENZIMATICA.

TAMPAO FAIXA DE pH UTILIZADA CONCENTRACAO FINAL
Citrato 56-6,2 50 mmol/L
PIPES 6,1-6,5 50 mmol/L
Fosfatos 6,0-8,0 50 mmol/L
Tris - HCI 7,2-9,0 50 mmol/L
Glicina - NaOH 8,8-10,6 50 mmol/L

As reacdes foram realizadas como descrito no item anterior, variando

somente o tipo de tampéao.
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3.22.3 Ensaio de determinacdo do Ky da enzima

Para determinar a especificidade da enzima ao substrato utilizado, verificou-
se a atividade enzimatica em diferentes concentragdes de pNPP, variando de 0,5 a
100 mmol/L (concentragcdo final). A atividade foi determinada nas condi¢des

descritas no item 3.22.1.

3.22.4 Ensaios de termoestabilidade da enzima

Para estes ensaios, aliquotas de enzima foram incubadas em banho-maria,
em tubos Eppendorf de 1,5 mL, em temperaturas elevadas.

O primeiro ensaio foi realizado incubando a enzima a 50°C em intervalos de
tempo que variaram de 5 a 30 minutos. A estabilidade da enzima foi determinada em
relacédo as reagdes executadas com aliquotas de TPP conservadas em gelo (0°C).

O segundo ensaio visou determinar a atividade residual da TPP quando
submetida a elevadas temperaturas. As aliquotas da enzima foram incubadas a 50,
60, 70 e 80°C por 30 minutos e a atividade residual em cada temperatura foi

determinada em relacao as aliquotas conservadas em gelo.

3.22.5 Efeito de cations divalentes na atividade da enzima

Para averiguar o efeito do Mg2* e do Ca?* na atividade enzimatica da TPP,
foram realizados ensaios de atividade com tampdes de reacdo contendo
concentragdes gradativas dos cations divalentes, até a concentragdo maxima de 10
mmol/L (concentragéo final) para o Mg2* e 50 mmol/L (concentragdo final) para o

Ca2*. A atividade foi determinada nas condi¢des descritas no item 3.22.1.

3.23 ANALISE /n silico DA PROTEINA TPP DE Herbaspirillum seropedicae.

As andlises /n silico foram realizadas com o auxilio dos programas

bioinformaticos de livre acesso listados na TABELA 7.
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TABELA 7 - PROGRAMAS UTILIZADOS NA ANALISE /n silico

PROGRAMA

APLICACAO

PAGINA ELETRONICA

ProtParam

Calculo de parametros
fisico-quimicos da
proteina a partir da
sequéncia de

aminoacidos

>http://lwww.expasy.ch/tools/protparam.htmi<

Pfam 22.0

Identificagédo de
dominios da proteina
por homologia com a
sequéncia de

aminoacidos

>http://pfam.sanger.ac.uk/<

DAS - Transmembrane

Prediction server®

Identificagédo de regides
transmembrana da

proteina

>http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/<

Predigao da localizagao

Psort ] >http://www.psort.org/psortb/index.html<
celular da proteina
Determinacgéao da
PSIPred estrutura secundaria da  >http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html<
proteina
Determinacéo de um
modelo da possivel >http://swissmodel.expasy.org/SWISS-
Swiss-Model
estrutura terciaria da MODEL.html<
proteina
Manipulagéo da
PyMOL estrutura terciaria da >http://www.pymol.org/<
proteina
Alinhamento de )
CLUSTALW® o o >http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/<
sequéncias primarias
Banco de dados de
STRING 8.2 interacdes proteicas >http://string.embl.de/<

conhecidas
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE /n silico DA PROTEINA TREALOSE-6-FOSFATO FOSFATASE (TPP)

DE Herbaspirillum seropedicae.

A primeira etapa da pesquisa concentrou-se na busca e identificagcdo do
gene que codificaria a trealose-6-fosfato fosfatase no genoma de H. seropedicae.
Durante a analise do mapa fisico do genoma desse organismo (Programa
GENOPAR) foi identificado o gene ofsB, localizado no contig 282 e anotado como
uma provavel TPP (FIGURA 5). A montante localizou-se o gene putP, que codifica
uma proteina de simporte de Na*/prolina, e a jusante o gene de uma glucoamilase
(FIGURA 3).

FIGURA 5. LOCALIZACAO DO GENE ofsB NO GENOMA DE Herbaspirillum seropedicae. O gene foi
identificado no config 282, ORF HS282.0645, anotado como uma provavel trealose-6-fosfato
fosfatase. Fonte: Programa GENOPAR.

A sequéncia de nucleotideos da ORF HS282.0645 foi convertida para
aminoacidos e entdo submetida em diversos programas bioinformaticos para
obtencao das possiveis caracteristicas fisico-quimicas e estruturais desta proteina.
Tais informagdes possibilitaram uma melhor compreensdo da provavel funcao

enzimatica da TPP de H. seropedicae.
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4.1.1 ANALISE COMPARATIVA DA ORGANIZACAO DOS GENES ofsA E otsB NO
GENOMA DE DIFERENTES ORGANISMOS.

Como apontado anteriormente, os genes da cadeia de biossintese da
trealose (ofsA e ofsB ), estdo presentes em diversos organismos, pertencentes a
todos os reinos de seres vivos, com a unica exceg¢ao dos vertebrados.

A organizagdo destes genes no genoma € bastante similar entre as
bactérias, principalmente no filo das proteobactérias, onde se observa que os genes
estdo sempre proximos um ao outro, o ofsB geralmente antecede o ofsA e, em
determinadas familias, estdo separados pelo gene de uma glucoamilase ou outro
semelhante (FIGURA 6).

Em Herbaspirillum seropedicae (FIGURA 3) e outras [(-proteobactérias,
verifica-se a presenca da glucoamilase separando o ofsB do ofsA, enquanto em
Escherichia coli e outras y-proteobactérias ndo ha nenhum gene separando os dois.
Ja nos outros filos e subdivisbes de bactérias e também nas arqueas,
especificamente no género Thermoplasma, o gene ofsA antecede o ofsB no genoma

e geralmente ndo ha nenhum outro gene entre eles (FIGURA 6).

Legenda da Figura 6:

-

otsB (trealose-6-fosfato fosfatase)

otsA (trealose-6-fosfato sintase)

glucoamilase

treA (trealase)

trealose sintase

glK (glucoquinase)

transportador MFS

% |pterina-4a-carbinolamina desidratase

galU (UTP-glucose-1-fosfato uridililtransferase)
ttg2C (transportador tipo ABC)




44

Acidiphilium cryptum
|--- Gluconobacter oxydans
__! Granulibacter hethesdensis
- Magnetospirillum magneticum
L Rhadospirillum rubrum
Rhizobiales (27 species)
Rickettsiales (21 species)
Caulobacter crescentus
Erythrobacter litoralis
r—- ~Novosphingohium aromaticivorans
I__ Sphingomonas wittichii
Sphingopyxis alaskensis
Zymomonas mobilis
= Hyphomonas neptunium
L Maricaulis maris
— Jannaschia sp.

Protecbacteria A

Rhodobacter sphaeroides 17025
5= Rhodobacter sphaeroides 17029
Rhodobacter sphaeroides 241

— Roseohacter denitrificans
L — Silicibacter pomeroyi
L silicibacter sp. TH1040
Comamonadaceae (6 species)
Bordetella (3 species)
Burkholderia (10 species)
1k Polunucleobacter sp.
Cupriavidus (2 species)
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FIGURA 6. ORGANIZACAO DOS GENES ofsA E otsB NO GENOMA DE OUTROS ORGANISMOS.
Fonte: STRING® - Proteins and their Interactions (http://string.embl.de/)
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4.1.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA TPP DE Herbaspirillum
seropedicae PREDITAS /n silico

A trealose-6-fosfato fosfatase € uma proteina de peso molecular de 26803,7
Da, composta por um total de 248 aminoacidos e seu pl tedrico foi estimado a 5,53.

A sequéncia de aminoacidos da proteina TPP esta detalhada na FIGURA 7.

10 20 30 40 50
MTEQTRPYDV AADALFLDEFD GTLVDLAPQP DGIVVPPELI TLLOQQIQLES DGALATIVSGR
70 80 90 100 110 120
PLDQLDFFLA PLRLPAAGVH GAERRTADGR ILQQPVPDVQ HLRERLLPLV DSHSGLQLEL
130 140 150 160 170 180
KEGALALHYR HAAHLEQRCY DTMMEALRHE PGFTLLHGEM VVEAKPHINE GDAVAAFLHE
190 200 210 220 230 240

APFRGRRPVE IGDDVTDEAG FATAQGEVEG GLGIKIGAGP TQALQRLADP AAVLGLLRQS
VEVRSTSG

FIGURA 7. COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DA PROTEINA TPP DE Herbaspirillum seropedicae.
Os numeros indicam a posicao dos aminoacidos. Fonte: ProtParam

(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html)

A estabilidade de uma proteina /in vitro € um dado importante a ser
considerado durante as etapas de purificagao e ensaios de atividade, pois determina
se a proteina esta sujeita a degradacao e desnaturacgdo, influenciando assim na
escolha das condigdes de manipulagao durante tais ensaios.

O indice de instabilidade é calculado a partir da sequéncia primaria da
proteina, através de um algoritmo que identifica a predominancia de determinados
dipeptideos presentes na estrutura (GURUPRASAD ef al., 1990). Quando o indice é
menor que 40,00, a proteina € provavelmente estavel; quando € maior que 40,00, a
proteina pode ser considerada instavel. O indice de instabilidade calculado através
do programa ProtParam para a proteina TPP de H. seropedicae foi 46,54, sendo

considerada, portanto, uma proteina instavel.
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4.1.3 ESTUDO COMPARATIVO DAS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DA TPP

DE Herbaspirillum seropedicae.

A TPP é membro da familia das trealose fosfatases (EC.1.3.12). Estas
enzimas catalisam a defosforilagdo da trealose-6-fosfato em trealose e ortofosfato.
Adicionalmente, esta familia € membro da superfamilia HAD (denominada assim
devido ao seu ancestral comum, a enzima dehalogenase haloacida) (KOONIN;
TATUSOV, 1994).

Esta superfamilia inclui diversas enzimas que catalisam a transferéncia de
grupos fosforil ou carbonil de uma grande variedade de substratos, utilizando para
tanto a carboxila de um residuo de aspartato no sitio ativo como nucledfilo na reagao
(BURROUGHS ef al. 2006) (FIGURA 8). No caso das fosfotransferases, como a
TPP, € também requerido um ion Mg?* como cofator para a catalise (KOONIN;
TATUSOQV, 1994; ARAVIND et al., 1998) (FIGURA 10).

ROH H,0

o L2 o
of o )\ ) E—Asp—C/ ||J
E—Asp—C/::Lf Yo —

0
s 4 O—P—OR P—Oe_’ E—Asp—c/i’{:;_) + PO
r ol | 0
“0 0Q

FIGURA 8. MECANISMO DE REACAO NO SITIO CATALITICO DAS FOSFATASES
PERTENCENTES A SUPERFAMILIA HAD. A carboxila de um residuo de aspartato no sitio catalitico
da enzima (em vermelho) atua como nucledfilo na reacdo de defosforilagdo do substrato (em azul).
Fonte: BURROUGHS ef a/. (2006).

Para melhor compreensédo das caracteristicas estruturais encontradas na
TPP de H. seropedicae e consequente relacdo com sua provavel funcado de
fosfatase, procuramos relacionar os motivos conservados ja descritos em outros
membros da superfamilia HAD.

O principal dominio estrutural dos membros da superfamilia HAD € o
dominio HAD, composto por dobras a/B-hidrolase que adotam a topologia tipica p-a-
B-a-B das chamadas dobras Rossmann (RAO; ROSSMANN, 1973) (FIGURA 9).
Entretanto, as dobras HAD s&o diferenciadas de todas as outras dobras Rossmann
pela presenca de dois motivos estruturais chave. Primeiro, imediatamente apds a

primeira regido em conformagao B (fita-B F1), encontra-se um motivo estrutural
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composto por cerca de seis residuos de aminoacidos que assume a forma de uma
semi-hélice com uma unica volta quase completa, denominado “squiggle”. Segundo,
logo apos o “squiggle”, encontra-se a estrutura chamada “flap”, um grampo formado
a partir de duas fitas- e que se projeta do nucleo do dominio HAD (BURROUGHS
et al. 2006) (FIGURA 9).

Insergdo de cap CO/C1|<I

k DxD \ Insergéo de cap C2

FIGURA 9. REPRESENTACAO GRAFICA DE UM TIPICO DOMINIO HAD. As regides em
conformacao B (fitas-B) estdo representadas por setas e as a-hélices por hélices. A primeira fita-8
com o residuo catalitico D esta em amarelo; outras fitas que se mantiveram conservadas em todos os
membros da superfamilia estdo em azul; elementos ndo conservados que estavam ausentes na
molécula ancestral estdo representados em cinza. Em rosa esta representado o motivo estrutural
conservado “squiggle” e em verde o “flap”, onde pode ocorrer a insercdo de um cap do tipo CO/C1.
Em laranja encontra-se o ponto de uma possivel inser¢cdo de um cap do tipo C2. F1 a F6 indicam as
fitas-B que compdem o dominio HAD. Os quatro motivos sequenciais conservados estédo
representados da seguinte forma: “D” indica um residuo de aspartato; “K” indica um residuo de lisina;
“T/S” indica um residuo de treonina ou serina; “x” indica qualquer aminoacido. Fonte: modificado de
BURROUGHS et a/. (2006).

Além destes motivos estruturais, encontramos quatro motivos sequenciais
altamente conservados em praticamente todos os membros da superfamilia HAD
(BURROUGHS et al. 2006). O motivo sequencial | corresponde a presenga da
assinatura DxD, no final da fita F1, onde D indica um residuo de aspartato e “x”
indica qualquer aminoacido. O primeiro aspartato do motivo | forma um intermediario

com o substrato — um fosfoaspartato — durante a reacao de defosforilagao (FIGURA
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8). O motivo |l corresponde a composigao da fita F2, caracterizado por uma treonina
(T) ou serina (S) altamente conservada na extremidade desta fita-B, a qual forma
uma ligagao de hidrogénio com o atomo de oxigénio do grupo fosforil do substrato. O
motivo Ill estd centrado em uma lisina (K) conservada que aparece préxima a
posicao N-terminal da a-hélice localizada anteriormente a fita F4. Estes dois ultimos
motivos contribuem para a estabilidade dos intermediarios da reacao de hidrélise
que ocorre no sitio ativo. Por fim, o motivo |1V é caracterizado pelos residuos acidos
localizados na extremidade C-terminal da fita F4, os quais exibem uma das
seguintes assinaturas: DD, GDxxxD ou GDxxxxD, onde G indica um residuo de
glicina. Estes residuos acidos, juntamente aqueles do motivo |, sdo fundamentais na
coordenacao do Mg?* no sitio ativo (MORAIS ef al., 2000). A FIGURA 10 representa
um esquema do sitio ativo, onde € possivel visualizar a disposi¢cao espacial dos
residuos que compdem cada um dos quatro motivos descritos, além de suas

interagbes com o substrato e o Mg2*.
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Ser/Thr
Motivo II
Componente de
s especificidade
o # % ﬁ’ do substrato
Asp g _" 0.,
Motivo | | 0 /P _Q.R &
0______\‘h1 {2:*-__0 — \“ 0
Asp 9.0 v Il | Residuo 4cido
Motivo | 0 N o o HO™ Motivo |
b i3 s
|
Asp/Glu Asp/Glu
Motivo IV Motivo IV

FIGURA 10. ESQUEMA GRAFICO DO SITIO ATIVO DE FOSFOTRANSFERASES. Este esquema
mostra o ion Mg?* interagindo com o grupo fosforil do substrato (em preto) e com os residuos de
aminoacidos que compdem o sitio ativo. Os residuos acidos que constituem o motivo | (aspartato e
outros) estdo mostrados em vermelho. O residuo do motivo |l (serina ou treonina) esta em verde. O
residuo de lisina ou arginina do motivo Il esta representado em azul claro e os aspartatos ou
glutamatos do motivo IV estdo em laranja. O componente de especificidade do substrato, o qual
determina a afinidade por um determinado substrato e geralmente fornecido pelo dominio cap, esta
mostrado em azul escuro. Fonte: modificado de BURROUGHS ef a/. (2006).

Os quatro motivos sequenciais estdo espacialmente arranjados ao redor da
cavidade formada pelas fitas-B do dominio central, constituindo o sitio ativo. Esta
cavidade é geralmente coberta pelo “flap” que ocorre depois da fita F1, mas insertos
adicionais, localizados entre as fitas do “flap” ou logo ap6s a fita F3, proporcionam
uma protecao mais ampla ao sitio catalitico. Estes insertos, chamados cgps, variam
na complexidade de sua estrutura dependendo da quantidade de conformacdes
secundarias que comportam, além de possuirem um papel fundamental nas fungoes
cataliticas por contribuirem com residuos necessarios para a especificidade da
enzima. Ha trés categorias basicas de caps. (1) os caps CO sédo os estruturalmente
mais simples e geralmente constituem pequenas insergdes no “flap”; (2) os caps C1
sao definidos como insergdes que ocorrem no meio do grampo-f do “flap” e que se

projetam do dominio central, formando uma unidade estrutural distinta; (3) os caps
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C2 sao insertos que ocorrem logo apos a fita F3 e também se projetam
externamente ao dominio central. A maioria dos representantes da superfamilia HAD
possui caps do tipo C1 ou C2, mas ha proteinas em que os dois cgps estao

simultaneamente presentes na estrutura (BURROUGHS ef a/. 2006).

4.1.3.1 MODELO ESTRUTURAL COMPARATIVO DA TPP DE Herbaspirillum

seropedicae.

Para comparar a estrutura da TPP de H. seropedicae com a de outros
membros HAD, submeteu-se a sequéncia primaria da proteina em diversos
programas bioinformaticos, obtendo assim uma predigdo da possivel estrutura e
conformacao que a enzima apresentaria.

A analise estrutural iniciou-se com a predicdo de sua conformacao
secundaria. A estrutura secundaria da proteina foi gerada através do programa
PSIPred, o qual prevé a conformagao resultante, a-hélices ou fitas-f, utilizando a
sequéncia primaria submetida (FIGURA 11).

Os dados obtidos desta predicdo possibilitaram visualizar a presenga das
cinco fitas-B que compdem o dominio central e que se mantiveram conservadas em
outros integrantes da superfamilia HAD (F1, F2, F3, F4 e F5 - FIGURA 11). Verifica-
se também a presencga de trés fitas- adicionais (F3.1, F3.2 e F6 - FIGURA 11) que
surgiram de modificagdes evolutivas da molécula ancestral.

Outra observagao significativa refere-se a presengca de um possivel cgp do
tipo C2 entre a fita F3.1 e a fita F4. Este cap € composto por duas unidades
consecutivas de uma a-hélice seguida por duas fitas-g (Fc1 a Fc4).

Através da analise comparativa da conformacao secundaria predita e da
sequéncia primaria com as estruturas descritas na literatura e detalhadas
anteriormente, encontramos evidéncias de que a proteina TPP de H. seropedicae
seja de fato um membro da superfamilia HAD. Estas evidéncias se baseiam na
presencga dos quatro motivos sequenciais conservados localizados exatamente onde
descrito em outros membros da superfamilia HAD, ou seja, a assinatura de
aspartatos (DxD) no final da fita F1 (motivo |), a serina (S) na extremidade da fita F2

(motivo 1), a lisina (K) proxima a posigdo N-terminal da a-hélice a montante da fita
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F4 (motivo Il1) e a assinatura GDxxxD na extremidade C-terminal da fita F4 (motivo
V) (FIGURA 11).
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FIGURA 11. PREDICAO E ANALISE DA ESTRUTURA SECUNDARIA DA PROTEINA TPP DE H.
seropedicae. O esquema gerado pelo programa PSIPred mostra a presenca de 12 fitas-B (setas
amarelas) e 7 a-hélices (cilindros verdes). Os retangulos pretos delimitam o dominio cgp, do tipo C2,
composto por 2 a-hélices e 4 fitas-B. Os retdngulos vermelhos destacam os motivos conservados | a
IV, descritos anteriormente. F1, F2, F3, F4 e F5 indicam as fitas que compdem o dominio central e
que se mantiveram conservadas em outros integrantes da superfamilia HAD. F3.1, F3.2 e F6 indicam
as fitas que compdem o dominio central que ndo estdo presentes em outros membros da
superfamilia. Fc1 a Fc4 mostram as fitas que compdem o dominio cap. Fonte: modificado do
programa PSIPred.

Apesar das evidéncias encontradas sobre a provavel funcao de fosfatase da
TPP de H. seropedicae, era necessario obter melhores explicagbes em nivel
molecular sobre a conformagdo espacial da proteina. Para tanto, gerou-se um
modelo tridimensional tedrico para a enzima com o auxilio do programa Swiss-

Model. Este programa utiliza estruturas homodlogas de outros organismos
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depositadas no banco de dados do PDB (Protein Data Bank) como moldes para
processar uma possivel estrutura terciaria, baseando-se para isso nas similaridades
entre a sequéncia de aminoacidos submetida e a sequéncia da proteina depositada.

Apds o processamento, o programa retorna uma lista dos melhores moldes
encontrados. Neste caso, a unica estrutura encontrada para comparagao foi a TPP
da arquea Thermoplasma acidophilum (RAO et al., 2006), o unico organismo até o
momento a ter esta enzima caracterizada tridimensionalmente (cédigo no protein
data bank PDB:1U02).

A sequéncia de aminoacidos da TPP de H. seropedicae possui 25% de
identidade com a TPP de 7. acidophilum. Para efeitos comparativos, foram
consideradas todas as caracteristicas estruturais da TPP de Thermoplasma
acidophilum citadas por Rao e colaboradores em seu trabalho. A estrutura terciaria
da proteina TPP de Thermoplasma acidophilum foi determinada por difracdo de
raios-X, pelo método DAD (difragdo anédmala de duplo comprimento de onda). Esta
enzima possui uma regido central com dobras a/B-hidrolase, caracteristicas da
superfamilia HAD, e um cap do tipo C2, constituido de uma folha-$ de 4 fitas e 2 a-
hélices, estas ultimas dobradas tridimensionalmente de um lado da folha-B (FIGURA
12).

FIGURA 12. TOPOLOGIA DA ESTRUTURA DA TREALOSE-6-FOSFATO FOSFATASE DE
Thermoplasma acidophilum. As fitas- estao representadas por setas e a-hélices por cilindros. A letra

N indica a extremidade N-terminal da proteina e C a C-terminal. Fonte: RAO ef a/. (2006).
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Um ion magnésio e uma molécula de glicerol encontrados na interface dos
dois dominios proporcionaram aos autores informagdes sobre o modo de ligagao do
substrato a TPP. A presenca do glicerol e de varias moléculas de agua na cavidade
formada pelos dois dominios sugeriu que substratos relativamente volumosos
poderiam se alojar nesta regido, inclusive moléculas fosforiladas de agucar, como a
trealose-6-fosfato. Além disso, os tipos de interagdo da molécula de glicerol com a
estrutura indicam a possivel posigdo do substrato no sitio ativo. Conclusivamente,
Rao e colaboradores simularam a modelagem da molécula de trealose-6-fosfato no
sitio ativo e descobriram que o substrato era perfeitamente acomodado na cavidade
formada pelos dois dominios. O grupo acucar foi posicionado na entrada da
cavidade, enquanto o grupo fosfato foi posicionado mais internamente no sitio ativo,
interagindo com os residuos basicos, favorecendo assim a catalise (RAO ef al,
2006) (FIGURA 13).

FIGURA 13. SIMULAGCAO DA ACOMODAGCAO DA MOLECULA DE TREALOSE-6-FOSFATO NA
TPP DE Thermoplasma acidophilum. A molécula de trealose-6-fosfato, representada por esferas
(atomos), encontra-se alojada na cavidade formada entre os dominios central (a esquerda da
molécula) e cap (a direita) da TPP de 7. acidophilum. As regides em vermelho e azul indicam a

localizagdao dos componentes de especificidade da enzima. Fonte: RAO ef a/. (2006).

Alinhando as sequéncias primarias das proteinas de ambos os organismos
(FIGURA 14) e comparando o modelo tridimensional tedrico com a estrutura
cristalografica da TPP de 7. acidophilum (FIGURAS 15 e 16), pudemos observar
uma série de semelhancas que apontam claramente para a funcdo de fosfatase da

proteina TPP de H. seropedicae.



54

O alinhamento mostrou que apesar de haver uma baixa identidade entre os
aminoacidos das duas proteinas, as regides descritas na literatura como
conservadas apresentaram de fato uma composi¢cao de aminoacidos muito similar
nos dois organismos. Os residuos que fazem parte do sitio catalitico descrito na TPP
de 7. acidophilum (RAO et al, 2006) sdo também encontrados na TPP de H.
seropedicae, com uma unica disparidade, o residuo na posicdo 45 na TPP de T.
acidophilum é uma treonina, enquanto que o da posigcao 58 em H. seropedicae trata-
se de uma serina. Como discutido anteriormente, ambos os aminoacidos podem
fazer parte do motivo |l, pois tanto a treonina quanto a serina possuem a hidroxila

necessaria para formar a ligacao de hidrogénio com a trealose-6-fosfato.

Tac Tag ——————————~— MsIIF E.E-il&PIIMNPEESYADAGLLSLISDLKERFD——T 47
Hsp Hsp MTEQTRPYDVAADALFIDEDETLYDLAPQPDGIVVPPELI TLLOQIQLESDGALR 60
:***:***** : :*: . . *::*:‘::: *
Tac Tac SPEEISRFLP-LDINMICYHGACSKINGQIVYNNGSDRFLGVFDRIYEDTRSWVSDFPGL|106
Hsp Hsp PLDQLDFFLAPLRLPAAGVHGAERRTADGRILQQP----VPOVOHLRERLLPLVDSHSGL|116
L *+. * : * % %k : . : - . - Lt * . *““**
Tac Tac |RIYRKNLAVLYHLGLMGADMKPKLRSRIEE IARIFGVE TYYGKMI IELRVPGVNKGSAIR 166
Hsp Hsp |QLELKRGALALHYRHAAHLEQRCVDTMMEALRHEP GFTLLHGKMVVEAKP -HINKGDAVA 175
1 * . *: * . : - - * tkkk ook |- LA I 8
Tac Tac SVRGERP----- AIIEIEE*TD AAFFAND----DALTIKVGE GE THAKFHVADY IEMRK 217
Hsp HSp AFLHEAPFRGRRPVE]QDDYID AGFRAIAQGEVFGGLGIKIGAGPTQALQRLADPAAVLG 235
* * L ***‘i'***.* : ‘.+ **:* * *:* ::** -

Tac Tac ILKFIEMLGVQKKQEG 233
Hsp HSp LLRQSVEVRSTSG--- 248

FIGURA 14. ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS PRIMARIAS DA PROTEINA TPP DE T.
acidophilum E H. seropedicae. As sequéncias de aminoacidos de ambas as proteinas foram
alinhadas utilizando o programa ClustalWW® e posteriormente analisadas para identificacdo das regides
mais conservadas, destacadas em retangulos pretos. Estas regides conservadas englobam os
aminoacidos que compdem o sitio catalitico (retdngulos vermelhos), sendo que parte deles foram
descritos anteriormente como motivos conservados. A Unica disparidade encontrada na composicao
do sitio ativo refere-se ao residuo 45 de 7. acidophilum, uma treonina, e ao 58 de H. seropedicae,
uma serina (indicados pela seta). A regido cap esta destacada pelo retdngulo azul e compreende
aproximadamente os residuos da posicao 89 a 154 da sequéncia de 7. acidophilum. Legenda: Tac:
sequéncia de aminoacidos da TPP de Thermoplasma acidophilum, Hsp: sequéncia de aminoacidos

“w,

. substituicdo conservada,;

« o,

da TPP de Herbaspirillum seropedicae; “*”. aminoacido idéntico;

substituicdo semi-conservada; “-“; ggps no alinhamento; os nimeros no final das linhas indicam a

posicado dos aminoacidos.



55

Ao analisar mais detalhadamente o modelo estrutural gerado para a TPP de
H. seropedicae com o auxilio do programa PyMOL, encontramos fortes indicagoes
de que o inserto apés a fita F3.2 seja de fato uma regiao cap do tipo C2, cuja fungao
seria proteger fisicamente o sitio ativo e contribuir para a especificidade da enzima
(BURROUGHS ef a/. 2006). Tais indicagdes consistem no fato de que esta regiao
encontra-se claramente projetada do dominio central, constituindo uma unidade
estrutural a parte e, semelhantemente a TPP de 7. acidophilum, ser constituida de
uma folha-f de 4 fitas e 2 a-hélices (FIGURAS 15 e 16). Enquanto na enzima de 7.
acidophilum o cap compreende os residuos da posicao 89 a 154, em H. seropedicae

esta regido deveria compreender os residuos 99 a 164 (FIGURA 14).

FIGURA 15. MODELO TRIDIMENSIONAL TEORICO DA PROTEINA TPP DE H. seropedicae. A
estrutura foi gerada pelo programa Swiss-Model e manipulada pelo programa PyMOL. O retangulo
vermelho aponta a regido cgp da enzima com a folha-f de 4 fitas e 2 a-hélices e o azul destaca o
dominio central com dobras a/B-hidrolase, caracteristicas da superfamilia HAD. Os aminoacidos do

sitio ativo estéo representados por bastdes coloridos e a cruz no centro deles representa o ion Mg2*.
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FIGURA 16. ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DA PROTEINA TPP DE 7. acidophilum . A estrutura
foi retirada do banco de dados PDB (1U02) e manipulada pelo programa PyMOL para efeitos
comparativos. O retadngulo vermelho aponta a regido cap da enzima e o retangulo azul o dominio
central. Os aminoacidos do sitio ativo estdo representados por bastdes coloridos e a cruz no centro

deles representa o ion Mg?*.

A FIGURA 17 detalha o sitio catalitico da TPP de H. seropedicae (em verde)
e 7. acidophilum (em azul) mostrando a conservagao evolutiva dos aminoacidos que
o0 compdem, com excecdo da substituicdo de uma serina em H. seropedicae por
uma treonina em 7. acidophilum. Além disso, é evidente a semelhanga na

organizagao espacial dos residuos do sitio ativo, o0 que sugere uma afinidade pelo

mesmo tipo de substrato na reacao catalitica.

FIGURA 17. DETALHE DOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS DO SiTIO CATALITICO DA TPP DE H.
seropedicae (ESQUERDA) E DA TPP DE 7. acidophilum (DIREITA). A regido do sitio catalitico nas
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estruturas foi ampliado pelo programa PyMOL, mostrando a composicdo dos residuos de
aminoacidos. As cores dos residuos foram usadas da mesma maneira nos dois modelos:
vermelho>aspartato; azul/verde> treonina; cinza>lisina; laranja>arginina; rosa>serina. A composicao
€ organizagao espacial destes residuos € a mesma nos dois organismos, exceto pela substituicido de

uma serina em H. seropedicae por uma treonina em 7. acidophilum.

Finalmente, na tentativa de melhor visualizar a semelhanga entre as enzimas
dos dois organismos, as estruturas totais foram sobrepostas utilizando o programa
PyMOL (FIGURA 18). O resultado foi uma otima concordancia entre os dois
modelos, 0 que aponta para um nivel de realidade bastante confiavel na estrutura

proposta para a TPP de H. seropedicae.

FIGURA 18. SOBREPOSICAO DOS MODELOS ESTRUTURAS DA TPP DE H. seropedicae
(VERDE) E 7. acidophilum (AZUL). As estruturas foram sobrepostas pelo programa PyMOL e

apresentaram uma étima concordancia entre os dois modelos.
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4.2 CLONAGEM, SUPEREXPRESSAO E PURIFICACAO DA TPP DE
Herbaspirillum seropedicae

Uma vez avaliada a estrutura tedrica proposta para a TPP de H. seropedicae,
buscou-se confirmar experimentalmente a funcdo enzimatica da proteina, tendo
como primeiro objetivo a clonagem e superexpressao do gene of#sB, que codifica a

proteina TPP, e posteriormente o estudo da atividade enzimatica.

4.2.1 AMPLIFICACAO DO GENE o#sB DE H. seropedicae

A amplificacdo do gene ofsB foi realizada segundo a metodologia previamente
descrita no item 3.11. O tamanho do gene é de 755 nucleotideos, portanto a banda
esperada se encontraria proxima a banda de 750 pb do marcador molecular. A
FIGURA 19 mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose 1% do produto da
reacdo de PCR, onde a direita se visualiza a banda contendo o gene of#sB5,
localizada como previsto um pouco acima da banda de 750 pb do marcador

molecular.

750 pb otsB

FIGURA 19. ELETROFORESE DO PRODUTO DE AMPLIFICACAO DO GENE ofsB de H.
seropedicae. A amplificagdo do gene ofsB foi realizada utilizando os oligonucleotideos iniciadores
OtsB FORWARD e OtsB REVERSE segundo metodologia descrita anteriormente e o produto foi

aplicado em gel de agarose 1%. MM: marcador molecular.
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TOR pCR 2.1

inearizado pCR 2.1 como descrito no item

3.13. Apos a ligagéo, a mistura foi eletrotransformada na estirpe TOP10 de E.coli e

os clones foram selecionados em placas de meio LA contendo ampicilina,

canamicina e x-gal nas concentragdes

também previamente descritas. O DNA

plasmidial dos transformantes foi isolado e a insergdo do gene ofsB no vetor foi

confirmada pela visualizagdo em gel de agarose 1% da restricdo com as enzimas
Ndel e Hindlll (tamanho do vetor: 3,9 kb; tamanho do inserto: 755 pb) (FIGURA 20).
O plasmideo contendo o gene o#sB foi denominado pCR-OTSB (FIGURA 21).

MM

4000 pb

750 pb

Vetor

Inserto
R

FIGURA 20. CONFIRMAGAO DA PRESENGA DO INSERTO NO VETOR pCR2.1. O gene otsB foi

ligado ao vetor linearizado pCR2.1 e a reagéao fo

Hindlll (tamanho do vetor: 3,9 kb; tamanho do inse

lacZ
pUC ori

e otsB

3753 939

pCR-OTSB
4697 bp

3284 1408

Ampicillin
F1 ori

Kanamycin

i confirmada por restricdo com as enzimas Ndel e

rto: 755 pb). MM: marcador molecular.

FIGURA 21. PLASMIDEO pCR-OTSB. O vetor
pCR2.1 contendo o gene ofsB foi denominado
pCR-OTSB e possui um tamanho aproximado de
4,7 kb.

Legenda: pUC ori: origem de replicagdo do
plasmideo pUC; lacZ: gene /acZ que codifica a -
galactosidase; otsB: gene ofsB que codifica a
trealose-6-fosfato fosfatase; F1 ori: origem de
replicagdo do fago F1; Kanamycin: gene que
confere resisténcia ao antibidtico canamicina;

Ampicillin:. gene que confere resisténcia ao

antibiotico ampicilina.
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4.2.3 SEQUENCIAMENTO DO GENE ofsB CONTIDO NO PLASMIDEO pCR-OTSB

O inserto do plasmideo pCR-OTSB, contendo o gene ofsB, foi
completamente sequenciado para verificacdo de possiveis erros de insercido de
base durante a amplificagdo do gene.

Para tanto, foram utilizados os iniciadores do vetor pCR2.1 e os iniciadores
previamente desenhados para o gene ofsB. A reacéao foi realizada como descrito no
item 3.14. A comparagao dos resultados do sequenciamento com a sequéncia
anotada no genoma ndo revelou alteracdes de bases (APENDICE 1), permitindo

assim proceder para as etapas subsequentes.

4.2.4 CLONAGEM DO GENE O7SBENO VETOR pET-28a

O gene ofsB foi removido do plasmideo pCR-OTSB por restricdo com as
enzimas Ndel e Hindlll e purificado, segundo protocolo citado no item 3.16. A reacao
de ligagdo ao vetor pET-28a procedeu-se como descrito no item 3.17. Apds a
ligacdo, a mistura foi eletrotransformada na estirpe TOP10 de E.coli e os clones
foram selecionados em placas de meio LA contendo canamicina nas concentragoes
previamente descritas. O DNA plasmidial dos transformantes foi isolado e a inser¢ao
do gene ofsB no vetor foi confirmada por restricdo com as enzimas Ndel e Hindlll
(tamanho do vetor: 5,3 kb; tamanho do inserto: 755 pb) no gel de agarose 1%
(FIGURA 22), resultando no plasmideo recombinante pET-OTSB (FIGURA 23).
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FIGURA 22. CONFIRMACAO DA PRESENCA DO INSERTO NO VETOR pET-28a. O gene ofsB foi
removido do plasmideo pCR-OTSB e ligado ao vetor linearizado pET-28a. O sucesso da reagao foi
confirmado por restricdo com as enzimas Ndel e Hindlll (tamanho do vetor: 5,3 kb; tamanho do

inserto: 755 pb). MM: marcador molecular.

fl ori

otsB

Kanamycin
Sitio de
policlonagem

4341 1211

pETOTSB
6039 bp

pBE312 ori lacl

FIGURA 23. PLASMIDEO pET-OTSB. O vetor pET-28a contendo o gene otsB foi denominado pET-
OTSB e possui um tamanho aproximado de 6 kb.

Legenda. f1 ori: origem de replicagdo do fago1; pBR322 ori: origem de replicagdo do plasmideo
pBR322; lacl: gene /ac/ que codifica a proteina Lacl inibidora da transcricdo da RNA polimerase T7;
otsB: gene ofsB que codifica a trealose-6-fosfato fosfatase; Kanamycin: gene que confere resisténcia

ao antibiético canamicina;
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4.2.5 SUPEREXPRESSAO DA PROTEINA TREALOSE-6-FOSFATO FOSFATASE

Para uma analise inicial de expressao da proteina TPP, células de E. coli
BL21(ADE3) pLysS foram eletrotransformadas com o plasmideo pET-OTSB e a
expressao do gene clonado no vetor foi induzida por IPTG (0,5 mmol/L) ou lactose
(concentracao final 0,5%) durante 4 horas (item 3.19). Como controle utilizou-se uma
cultura de E. coli BL21 contendo o plasmideo pET-OTSB, sem a adicdao de
indutores. As fragdes bruta, soluvel e insoluvel do extrato celular foram analisadas
em géis SDS-PAGE 12%. Os perfis de expressao das fragdes sdo mostrados na
FIGURA 24.

CONTROLE LACTOSE 0,5% IPTG 0,5mM
wa |l e LT e arc || s arc |
wale s 1lle s 1lle s 1l le s lleg s |

FIGURA 24. PERFIL ELETROFORETICO EM SDS-PAGE 12% DE PROTEINAS DO EXTRATO DE
CELULAS E. coli BL21 CONTENDO O PLASMIDEO pET-OTSB, INCUBADAS A 30°C E 37°C.

B = Extrato bruto; S = Fragao soluvel; | = Fragdo insoluvel. A seta indica a proteina His-TPP, com
aproximadamente 28kDa. Como controle utilizou-se uma cultura de E£. coli BL21 contendo o

plasmideo pET-OTSB, sem a adig¢ao de indutores.

Neste primeiro ensaio, observou-se que a banda mais concentrada do gel
coincidia com o tamanho esperado da proteina His-TPP (aproximadamente 28kDa).

Notou-se também que a superexpressao foi satisfatéria, entretanto a maior
parte da proteina superexpressa concentrou-se na fragao insoluvel independente do
tipo de indutor, condicdo inadequada para os posteriores ensaios de purificagao e

caracterizagao enzimatica.



63

Para tentar superexpressar na forma soluvel a proteina His-TPP, variou-se a
temperatura de incubagao durante a superexpressao (20°C) e prolongou-se o tempo
de incubagéao da cultura (16 horas), em uma tentativa de proporcionar as condi¢des
ideais para o correto dobramento da proteina, tornando-a assim mais soluvel. Este
novo ensaio mostrou resultados satisfatérios, pois resultou em aproximadamente
50% da proteina na fragdo soluvel (FIGURA 25), possibilitando assim a execucgao

das etapas sucessivas.

CONTROLE IPTG 0.5mM
MM ! 20°C

FIGURA 25. PERFIL ELETROFORETICO EM SDS-PAGE 12% DE PROTEINAS DO EXTRATO DE
CELULAS E. coli BL21 CONTENDO O PLASMIDEO pET-OTSB, INCUBADAS A 20°C. B = Extrato
bruto; S = Fragao soluvel; | = Fragao insoluvel. A seta indica a proteina His-TPP. No controle nao foi

adicionado nenhum indutor.

Nesta nova tentativa de solubilizagdo, utilizou-se também MgCl;
(concentragao final 0,5 mmol/L) no tampao de sonicagdo, visto que outras enzimas
da superfamilia HAD utilizam o ion Mg2* como cofator e os cofatores tendem a

aumentar a estabilidade e solubilidade das proteinas /n vitro.



64

4.2.6 PURIFICAGAO DA PROTEINA TREALOSE-6-FOSFATO FOSFATASE

Esta etapa consistiu inicialmente na indugcado da superexpressao de 1 litro de
cultura de E.coli contendo o plasmideo pET-OTSB, nas condigbes estipuladas nos
ensaios anteriores. A fragdo soluvel foi centrifugada e o sobrenadante livre de
células foi aplicado na coluna de chelating sepharose carregada com Ni*2 conforme
detalhado no item 3.20. Ap6s a purificagdo, as amostras compreendidas no pico
cromatografico observado no cromatograma da FIGURA 26 foram analisadas por gel
de poliacrilamida (FIGURA 25), o qual mostrou bandas muito concentradas de
proteina His-TPP purificada. A proteina His-TPP (pico apontado pela seta) foi eluida

com aproximadamente 240 mmol/L de imidazol.

His-TPP
A
2 { '\\ . M_g
1 "
l J’l \ "»/"MWM

S A TR G B11 813 B1Q B BAE L 4 ¢ pi3
100.0 1100 1200 190.0 1400 1500

B

FIGURA 26. PERFIL DE ELUICAO DA PROTEINA HIS-TPP. A seta indica o pico da proteina ao ser
eluida com aproximadamente 240 mmol/L de imidazol. Os numeros 1 e 2 indicam picos formados por
proteinas contaminantes (ver FIGURA 27). No eixo y, porcentagem de tampao B (200 mmol/L de
NaCl; 50 mmol/L de Tris-HCI pH 8.0; 1000 mmol/L de imidazol). No eixo x, volume de eluigdo em mL.
Em azul, leitura da absorcdo a 280 nm. Em verde, gradiente de imidazol. As delimitagcbes em

vermelho indicam as amostras coletadas.
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FIGURA 27. PERFIL ELETROFORETICO DE AMOSTRAS DA PROTEINA HIS-TPP APOS
PURIFICACAO NA COLUNA DE CHELATING SEPHAROSE CARREGADA COM NI+2.

Em cada linha foram aplicados 10 pl das fragbes. MM: padréo de massa molecular (kDa).

FS: fragcao de proteinas soluveis do extrato celular.

FT: fragdo de proteinas ndo adsorvidas na coluna Hi-trap Chelating Ni*2;

L: fragao de proteinas eluidas com a lavagem da coluna apos injegdo da amostra.

Linha 1: fragdo contendo as proteinas eluidas com a concentragao de imidazol do pico 1 da FIG. 19.
Linha 2: fragdo contendo as proteinas eluidas com a concentragdo de imidazol do pico 2 da FIG. 19.

Linhas 3 a 8: fragdes contendo a proteina His-TPP eluida com gradiente de imidazol.

Apds a andlise do gel acima, as amostras de 4 a 8 foram reunidas, e
dialisadas a 4 °C por 12 horas em tampao D (50 mmol/L Tris-HCI pH 8.0, 200
mmol/L NaCl, 0,5 mmol/L de MgCl.) para serem estocadas e utilizadas futuramente
para a caracterizacao enzimatica.

A concentragao proteica da amostra foi estimada pelo método de Bradford
(item 3.21) apos a dialise, resultando em aproximadamente 1,5 mg/mL de proteina
purificada. Vale ressaltar que a TPP ndo se manteve soluvel apdés a purificagcao,
havendo precipitagdo de grande quantidade da proteina durante a dialise, o que
levou a uma consideravel diminuicdo da concentracao final de proteina em relagao
as fracbes eluidas (FIGURA 27). Tal efeito pode ter sido causado pela elevada

concentracdao de proteina purificada, o que teria favorecido interagcdes proteina-
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proteina e consequentemente induzido sua precipitacdo, principalmente quando
estocada em baixas temperaturas.

O grau de pureza, estimado em aproximadamente 93 %, resultou da analise
densitométrica de bandas da proteina purificada em diferentes concentragoes,
utilizando o programa VisionWorksLS Software do sistema de visualizagdo UVP
(Biolmaging Systems) (FIGURA 28).

FIGURA 28. PERFIL ELETROFORETICO DE AMOSTRAS DIALISADAS DA PROTEINA HIS-TPP.
MM: padréo de massa molecular (kDa). Linhas 1 a 6: fragdes contendo a proteina His-TPP eluida
com gradiente de imidazol, apés didlise, e em gradiente crescente de concentragao (respectivamente

1, 2,5, 10 e 20 pg por pogo). A seta indica a banda da proteina TPP fusionada a cauda de histidinas.

Apesar de ter purificado uma quantidade satisfatoria de enzima para os
subsequentes ensaios de atividade, € necessario destacar que a precipitacao

ocorrida apds a dialise pode ter interferido na capacidade catalitica da TPP.
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4.3 CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA TPP DE Herbaspirillum

seropedicae

Tendo alcangado a produgao da proteina TPP recombinante em £. coli e a
sua purificagdo por cromatografia de afinidade, passou-se a caracterizagdo da
atividade enzimatica. Os ensaios realizados objetivaram primeiramente a
determinacao dos parametros cinéticos da enzima, utilizando como substrato o p-

nitrofenil fosfato (pNPP) conforme detalhado no item 3.22.1.

4.3.1 DETERMINAGCAO DA TEMPERATURA OTIMA DE REAGCAO DA TPP DE H.

seropedicae

O primeiro dado a ser obtido foi a temperatura 6tima de reacao para a
enzima. Os ensaios de atividade foram realizados em trés temperaturas: a 30°C, a
temperatura de crescimento ideal de H. seropedicae; a 37°C, a temperatura padréao
usada em ensaios enzimaticos; e a 50°C, a temperatura de reacao ideal para a TPP
de 7. acidophilum (RAO et al., 2006).

Os resultados mostraram que apesar de ser uma enzima de um organismo
nao termofilico, a TPP de H. seropedicae também possui maior atividade em altas
temperaturas (FIGURA 29). Uma razao para tal observagao seria que sob as
condigdes de acdo da enzima (estresse osmoético e de temperatura) € necessaria
uma atividade eficiente em temperaturas elevadas. Além disso, poderiamos supor
que nas condi¢des 6timas de crescimento de H. seropedicae, a TPP se encontraria
em um estado quase latente, proporcionando assim um melhor controle da atividade

para a célula.
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FIGURA 29. EFEITO DE DIFERENTES TEMPERATURAS DE REACAO EM TAMPAO PIPES pH 6,1
NA TPP DE H. seropedicae.

4.3.2 DETERMINACAO DO pH OTIMO DE REAGCAO DA TPP DE H. seropedicae

Outro dado importante para caracterizar a atividade da enzima foi determinar
o pH 6timo de reacdo. Para os ensaios de atividade, foram utilizados tampdes de
diferentes composigdes e valores de pH (item 3.22.2). A maior atividade foi obtida
com o tampao PIPES em pH 6,1 a 50°C (FIGURA 30).
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FIGURA 30. EFEITO DE DIFERENTES TAMPOES E pHs NA ATIVIDADE DA TPP DE H.

seropedicae.
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Uma vez determinados os parametros ideais de reagao para a TPP,

prosseguiu-se para a analise da afinidade da enzima pelo substrato utilizado

(PNPP). O Ku da enzima foi determinado segundo protocolo descrito no item 3.22.3,

e o grafico da concentracdo de produto versus concentragdo de substrato esta

mostrado na FIGURA 31. Para o calculo do Ku, foi necessario construir o grafico

duplo-reciproco dos dados obtidos com o ensaio da concentracdo de substrato. A

partir da curva gerada, foi possivel determinar que o valor de Ky da TPP de H.
seropedicae € 2,5 mM de pNP (FIGURA 32).
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FIGURA 31. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA ATIVIDADE DA TPP DE H.
seropedicae , EM TAMPAO PIPES pH 6,1 A 50°C.
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FIGURA 32. GRAFICO DO DUPLO-RECIPROCO. O Ku da enzima foi calculado a partir da equacéo

da reta obtida por regresséao linear.
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4.3.4 TERMOESTABILIDADE DA TPP DE H. seropedicae

Apesar de ndo se tratar de uma enzima de um organismo termofilico,
assume-se que a atividade da TPP de H. seropedicae deva persistir frente a
condigdes adversas do meio, como elevada temperatura, ja que sua acéo se faz
necessaria em ocasides de estresse celular. Portanto, decidiu-se determinar a
termoestabilidade da TPP para entender o comportamento da enzima em tais
condigdes. Em um primeiro ensaio, a enzima foi incubada a 50°C por diferentes
periodos de tempo, até um maximo de 30 minutos, e depois utilizada para os
ensaios de atividade conforme protocolo descrito no item 3.22.4, para verificar se
havia perda da atividade durante a reacao. O resultado mostrou que houve pouca
perda de atividade, pois mesmo apds 30 min de incubacgado a enzima ainda manteve
86% de atividade residual (FIGURA 33).
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FIGURA 33. PERDA DA ATIVIDADE DA TPP DE H. seropedicae DURANTE A REACAO. A enzima
foi incubada a 50°C, em tampao PIPES pH 6,1, por diferentes periodos de tempo e depois foi utilizada

para ensaios de atividade, verificando sua atividade residual.

A partir disso, tornou-se necessario averiguar se podia tratar-se de uma
enzima termoestavel. Neste segundo ensaio, a enzima foi incubada a diferentes
temperaturas por 30 minutos. Como controle, utilizou-se uma amostra de enzima
conservada em gelo (0°C). Os resultados deste ensaio indicaram que a TPP néo
pode ser rigorosamente classificada como termoestavel. Entretanto, vale destacar a
boa resisténcia em elevadas temperaturas, pois a enzima manteve parte de sua
atividade a 60°C, condicdo muito além da capacidade de sobrevivéncia do

organismo que a possui (FIGURA 34).
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FIGURA 34. TERMOESTABILIDADE DA TPP DE H. seropedicae. A enzima foi incubada a diferentes
temperaturas por 30 minutos, em tampao PIPES pH 6,1, e depois foi utilizada para ensaios de

atividade, verificando sua atividade residual.

4.3.5 EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE Mg?* NA ATIVIDADE DA TPP DE H.

seropedicae

Visto que o Mg?* € o ion mais utilizado como cofator pelas enzimas
pertencentes a superfamilia HAD (BURROUGHS ef a/. 2006), decidiu-se verificar a
atividade da TPP na presenca de diferentes concentragcdes deste ion e na presenca
de um ion divalente, o Ca?*.

O ensaio de atividade da TPP na presenga de Mg?* foi conduzido conforme
detalhado no item 3.22.5, e apresentou resultados esperados, ou seja, quanto maior

a concentragao do Mg2* no meio, maior a atividade da enzima (FIGURA 35).
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FIGURA 35. EFEITO DA CONCENTRACAO DE Mg?* NA TPP DE H. seropedicae. A atividade da
enzima foi determinada a 50° em tampao PIPES pH 6,1, em meios de reagao contendo diferentes

concentragdes de Mg2+ até o maximo utilizado normalmente durante os ensaios (10 mM).
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Ao se adicionar Ca%* ao meio (item 3.22.5), a atividade da enzima foi
diminuindo a medida que a concentracdo de Ca2* no meio aumentou (FIGURA 36).
Outras enzimas como a fosfoglicolato fosfatases também apresentaram este efeito
de inibicdo pelo Ca?*, sugerindo que o ion age como um inibidor competitivo em
relacdo ao Mg?* para a ligacdo do substrato ao sitio ativo (KIM ef al, 2004,
MAMEDOQV et al,, 2001). Na TPP, o Ca?* estaria gradativamente substituindo o Mg2*
no sitio ativo, inibindo assim a atividade da TPP ao diminuir sua afinidade pelo

substrato. Esta inibicao poderia ser revertida ao acrescentar Mg2* ao meio.

10,0C
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3,0C A
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6,0C A
5,00 A
4.0C A
3.0C A
2,0C A
1,00 4 ——

0.0c

Atividade especifica (U.mg.10%)

.
3 5 10 15 20 25 30 35 40 15 20
[CaCl,]mM

FIGURA 36. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE Ca?* NA TPP DE H. seropedicae. A atividade da

enzima foi determinada em meios de reagao contendo diferentes concentragées de Caz*.
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5. CONCLUSOES

Os genes para a biossintese de trealose sdo extremamente importantes para
a sobrevivéncia de um organismo em condicbes de estresse osmotico, dada a
funcdo protetora do metabdlito final, o dissacarideo trealose. Por esta raz&o, os
genes que codificam as enzimas trealose-6-fosfato sintase e trealose-6-fosfato
fosfatase estdo amplamente distribuidos nos diversos reinos de seres vivos.
Entretanto, em alguns organismos, como as plantas, a quantidade de trealose
sintetizada nao é suficiente para protegé-las de situacdes de estresse osmobtico
extremo. A sensibilidade a estresse osmotico acarreta em um enorme prejuizo na
producao de vegetais de interesse econémico, como cana-de-agucar, arroz, sorgo,
entre outros. A superexpressao dos genes da via de sintese da trealose nas células
vegetais proporcionaria um acumulo do agucar no meio intracelular, aumentando a
eficiéncia de protecdo as macromoléculas e consequentemente aumentando a
resisténcia do vegetal, garantindo assim uma alta produtividade para os agricultores.

A bactéria diazotréfica Herbaspirillum seropedicae possui estes genes, mas
antes de utilizar técnicas biotecnoldgicas para introduzi-los e superexpressa-los em
plantas, € necessario caracterizar as proteinas codificadas para confirmar a sua
funcdo. Por este motivo, este trabalho teve como foco a clonagem, superexpressao
e caracterizagdo do gene ofsB da via de biossintese da trealose, que codifica a

trealose-6-fosfato fosfatase.

As principais conclusdes deste trabalho, baseadas em seus objetivos, séo:

1) A ORF HS282.0645 de Herbaspirillum seropedicae, denominada ofsB, € um gene

que codifica a enzima trealose-6-fosfato fosfatase (TPP).

2) O modelo estrutural tridimensional gerado /n silico para a TPP mostrou que esta
enzima possui diversas semelhangas com outros membros da superfamilia HAD,
além de possuir uma regido cap do tipo C2, constituida de uma folha-$ de 4 fitas e 2
a-hélices, e um dominio central com dobras a/B-hidrolase (tipo Rossmann), como

também observado em 7. acidophilum.
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3) A comparagao do sitio catalitico das proteinas TPP de H. seropedicae e T.
acidophilum mostrou a mesma composicao e distribuicado espacial de aminoacidos,
com excegao da substituicdo de uma treonina em 7. acidophilum por uma serina em

H. seropedicae.

4) A proteina TPP mostrou-se insoluvel quando superexpressa a 30° e a 37° por 4
horas, € mais soluvel, mas ndo completamente, quando superexpressa a 20°C

overnight (16 horas).

5) A proteina TPP foi purificada através de cromatografia de afinidade por interagao

com Ni2* em elevado grau de pureza (93%).

6) A atividade maxima para a TPP foi obtida na temperatura de 50°C, em tampao

PIPES pH 6,1, com aproximadamente 40 mmol/L de substrato (pNPP).

7) O Kwm determinado para a enzima TPP, utilizando pNPP como substrato, foi de

aproximadamente 2,5 (mmol/L).

8) A atividade da TPP mostrou-se dependente de Mg?*, indicando ser este o

provavel cofator da enzima.

9) A presenca de Ca?* no tampéao de reagcdo da enzima causou diminui¢do de sua

atividade, sugerindo inibigdo competitiva.

10) Os ensaios de termoestabilidade mostraram que a TPP n&o pode ser
considerada uma enzima termoestavel, entretanto manteve quase 30% de atividade

residual quando incubada a 60°C.
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APENDICE | - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS DA REGIAO DO
PLASMIDEO pCR-OTSB CONTENDO O GENE ofsB DE H. seropedicae (PROGRAMA CLUSTAL

W).

18417_1REV_=iniciador

reverse orsB; 18415_1R_=iniciador  reverso

pCR2.1;

OTSB=sequéncia original da TPP de H. seropedicae do banco de dados GENOPAR;
18414_1U_=iniciador universal pCR2.1; 18416_1FOR_=iniciador forward ofsB.
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