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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae SmR1 é uma [3-proteobactéria capaz de colonizar de
forma endofitica diversas plantas de interesse comercial, sugerindo o seu uso como um
potencial biofertilizante. Este trabalho é apresentado em dois blocos que descrevem a
caracterizacdo de proteinas de H. seropedicae SmR1 envolvidas no metabolismo do
polimero polihidroxibutirato (PHB) e na regulacédo pds-transcricional da expressao génica,
com o objetivo de explorar os mecanismos regulatorios destas proteinas do ponto de vista
molecular e estrutural. O capitulo 1 descreve a caracterizacdo das proteinas PhbF e
PhaP1l envolvidas no metabolismo de PHB. A capacidade de produzir este poliéster
alifatico € um importante fator associado a sobrevivéncia no ambiente em condicdes de
estresse e competitividade com outras bactérias. Este polimero é estocado no interior das
células na forma de granulos cobertos por uma camada de varias classes de proteinas
que regulam desde a producao/degradacédo do polimero, passando por seu tamanho e
chegando a transcricdo. PhbF esta relacionada com a regulacao transcricional e PhaP1
ou fasina esta envolvida na regulacdo da relacdo volume/superficie dos granulos. Estas
proteinas foram expressas de forma heter6loga em Escherichia coli e purificadas com
sucesso na forma fusionada a uma cauda de histidinas, utilizando o detergente TritonX-
100. Experimentos de gel filtracdo revelaram PhbF como uma proteina tetramérica e
PhaP1 como uma proteina pentamérica, ambas em solucdo. A proteina PhbF foi capaz de
ligar-se a onze provaveis regidées promotoras de genes envolvidos com o metabolismo de
PHB em H. seropedicae, confirmando a sua atividade de ligacdo ao DNA. A andlise in
silico destas regibes promotoras indicou a sequéncia consenso 5 -TG[N]JTGC[N]3sGCAA-3°
que foi protegida da acdo da DNasel na regido promotora de phbF. Esta proteina foi
também capaz de ligar-se ao polimero PHB extraido de H. seropedicae assim como
PhaP1l. A fasina interagiu fortemente com o PHB e foi capaz de aderir a um filme deste
polimero onde foram observadas varias estruturas proteicas individualizadas com
dimenséo lateral média de 177,8 + 11,7 A. Esta dimens&o é compativel com a distancia
méaxima de 200 A calculada para PhaP1 em solucdo pelo método de SAXS. Esta técnica
permitiu também acessar o envelope molecular das proteinas PhbF e PhaP1. Aspectos in
vivo relacionados a correlagédo entre o metabolismo de PHB e a transcricdo dos genes
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phbF e phaP1 foram abordados através de fusfes transcricionais ao gene lacZ. PhbF foi
capaz de reprimir a sua propria expressdao e a do gene phaPl em E. coli sem a
interferéncia do polimero PHB. Em H. seropedicae, foi possivel observar o acoplamento
entre a expressao dos genes phbF e phaPl ao metabolismo de PHB assim como a
mobilidade da proteina PhbF entre as formas ligada ao DNA e ligada ao granulo de PHB.
O capitulo 2 descreve a caracterizacdo da chaperona de RNA Hfg de H. seropedicae.
Esta € uma proteina homohexamérica, identificada em E. coli como um fator do
hospedeiro envolvido na replicagédo do bacteri6fago QB e como um importante regulador
pés-transcricional de varios tipos de RNA afetando uma série de func¢des bacterianas. A
estrutura da proteina Hfq foi determinada por cristalografia de raios-X e espalhamento de
raios-X a baixo angulo (SAXS). A estrutura cristalografica revelou uma topologia do tipo
Sm conservada, composta por uma a-hélice N-terminal seguida de cinco fitas B, e uma
nova interacdo intra-subunidades do tipo empilhamento - entre dois residuos de
histidinas ausente em outras Hfgs com estrutura resolvida. Além disso, o envelope
molecular calculado com base nos dados de SAXS concordou com a estrutura

cristalografica, sugerindo que a proteina tem a mesma conformac¢éo em solucéo.
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ABSTRACT

Herbaspirillum seropedicae SmR1 is an endophitic B-proteobacterium able to
colonize several economically important crops, suggesting its potential use as a
biofertilizer. This work is presented in two blocks describing the characterization of
proteins related to polyhydroxybutyrate (PHB) metabolism and post-transcriptional
regulation in H. seropedicae with the aim to explore the protein regulatory mechanisms at
molecular and structural points of view. The chapter 1 describes the characterization of
PhbF and PhaP1 proteins related to PHB metabolism. The ability to produce this polyester
IS an important factor associated with survival under stress conditions and in competitive
environments. This polymer is storaged intracellularly as granules wich are covered by
several proteins involved in granule synthesis/degradation, size and transcription
regulation. PhbF is a transcriptional regulatory protein and PhaP1 or phasin regulates the
granule volume/surface ratio. These proteins were expressed in Escherichia coli and
purified using the detergent Triton-X100. The gel filtration assay described PhbF as a
tetramer and PhaP1 as a pentamer in solution. PhbF was able to bind to eleven putative
promoters of genes involved in PHA metabolism in H. seropedicae confirming its DNA
binding property. In silico analysis indicated the consensus sequence 5'-
TG[N]JTGC[N]3GCAA-3" which was protected in DNA footprinting assay using phbF
promoter region. This protein and PhaP1 were able to bind to PHB polymer extract from H.
seropedicae. PhaP1l was also able to bind to PHB film as several structures with lateral
dimension of 177.8 + 11.7 A compatible with Dméax of 200 A from SAXS mensurements.
This approach also described the PhbF and PhaP1 molecular envelopes. In vivo aspects
concern PHB metabolism and phbF/phaP1l transcription were approached by lacZ
transcriptional fusions. PhbF was able to repress phaP1l expression as well as its own in
E. coli. This system allowed the study of phbF and phaPl without PHB metabolism
interference. The H. seropedicae environment allowed to show that phbF and phaP1
expression are coupled to PHB metabolism and the PhbF mobility between DNA and PHB
binding states. The chapter 2 describes the RNA chaperone Hfq from H. seropedicae. This
protein is a homohexamer identified in E. coli as a host factor involved in phage Qp

replication and also as an important post-transcriptional regulator of several types of RNA,
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affecting a plethora of bacterial functions. The Hfqg protein structure was determined by X-
ray crystallography and small angle X-ray scattering (SAXS). The crystal structure
revealed a conserved Sm topology, composed of one N-terminal a-helix followed by five
twisted B-strands, and a novel TT-T1 stacking intra-subunit interaction of two histidine
residues, absent in other Hfq proteins. Moreover, the calculated envelope based on SAXS
data agreed with the Hfqg crystal structure, suggesting that the protein has the same folding

structure in solution.
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Herbaspirillum seropedicae SmR1 COMO ORGANISMO MODELO

O género Herbaspirillum pertencente a subdivisdo 3 das Proteobactérias (YOUNG,
1992) e inclui principalmente bactérias diazotréficas com potencial para colonizagcéo
endofitica de diversas plantas. Herbaspirillum seropedicae € um representante que
apresenta elevado potencial como biofertilizante para culturas de interesse comercial
como milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa), sorgo (Sorghum bicolor) e cana-de-acgUcar
(Saccharum officiarum) (BALDANI et al., 1986; PIMENTEL et al., 1991; BODDEY et al.,
1995). Diversos estudos tém mostrado que este potencial concentra-se na capacidade
deste microrganismo sintetizar o fitorménio acido-3-indol acético (AlA) que pode afetar a
morfologia e o desenvolvimento da planta colonizada, e também converter o nitrogénio
gasoso em amonia que poderia ser disponibilizada para as plantas como fonte de
nitrogénio (BALDANI & BALDANI, 2005). Em funcé@o disto, o Ndcleo de Fixacdo de
Nitrogénio (NFN-UFPR), iniciado em 1984 pelo professor Dr. Fabio de Oliveira Pedrosa,
dedica-se ao estudo da bioquimica, fisiologia e genética da fixacdo de nitrogénio deste
organismo (BALDANI & BALDANI, 2005; BENELLI et al., 1997, 2001 e 2002; BONATTO
et al.,2005 e 2007; COUTO, 2005; GALVAO et al., 2003; HUERGO, 2010; KLASSEN et
al., 1997 e 1999; MONTEIRO et al., 1999a, 1999b e 2003; NOINDORF et al., 2006, 2011,
PEDROSA et al., 1997 e 2001; PERSHUN et al., 2000; REGO et al., 2006; RODRIGUES
et al.,, 2011; RONCATO-MACCARI et al., 2003; SOUZA et al., 1991a, 1991b, 1999 e
2000; SOUZA et al., 2010; STEFFENS et al.,, 1993; WASSEN et al., 2000). Estudos
envolvendo a analise do perfil protedbmico de referéncia e diferencial também foram
conduzidos (CHAVES et al., 2007). O mecanismo de interagdo bactéria-planta envolvendo
0 género Herbaspirilum também estd sendo investigado (MONTEIRO et al., 2008;
BALSANELLI et al., 2010; TADRA-SFEIR et. al., 2011; SERRATO et al., 2010; SCHMIDT
et al.,, 2011). Em 2011, a sequéncia gendmica de H. seropedicae estirpe SmR1 foi
publicada pelo Programa de Sequenciamento do Genoma de H. seropedicae
(www.genopar.org) (PEDROSA et al., 2011). O genoma esta composto por um

cromossomo circular de 5.513.887 pares de bases e contém um total de 4.804 genes.
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Durante os anos, o estudo do metabolismo nitrogenado em H. seropedicae
forneceu importantes informacdes sobre o metabolismo geral deste microrganismo
(CHUBATSU et al., 2011) e permitiu que novas areas de investigacdo fossem abertas
como o estudo do metabolismo do polimero polihidroxibutirato (PHB) e mecanismos de
regulacdo do tipo poés-transcricional. O genoma de H. seropedicae SmR1 revelou a sua
capacidade em metabolizar uma grande variedade de fontes de carbono dentre eles o
PHB (PEDROSA et al., 2011). A producdo de PHB em H. seropedicae foi relatada para
trés estirpes diferentes (Z67, Z69 e Z78) (CATALAN et al., 2007). A producédo deste
polimero foi otimizada a 36% da massa celular, sendo que a sua sintese € iniciada no
comeco da fase estaciondria e atinge um pico apés 63 horas de cultivo utilizando glucose
como fonte de carbono. Além de PHB foi também constatado a producdo do copolimero
P(3HB-co-3HV) quando o meio de cultivo foi suplementado com acido nandico (CATALAN
et al., 2007). A presenca dos granulos formados por este polimero foi evidenciada em
H.seropedicae por microscopia eletrbnica utilizando a técnica de congelamento sob alta
pressao (SILVA et al., 2003). Outra evidéncia da producdo deste polimero foi obtida
através do proteoma de referéncia de H. seropedicae SmR1 onde foram identificadas as
proteinas PhaP, PhbA, PhbB e PhbF (CHAVES et al., 2007). Estas proteinas
desempenham papel central na regulacédo e sintese. O papel regulatério da proteina PhbF
foi relatada por KADOWAKI e colaboradores (2011a) e estudos estruturais envolvendo
outras proteinas deste metabolismo estdo sendo conduzidos. Estes estudos estdo sendo
realizados através da cooperacao entre o Nucleo de Fixacédo de Nitrogénio e o Centro de
Biologia Molecular Estrutural - Grupo de Cristalografia de Proteinas, sediado no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (Campinas — SP), que permitiu aprofundar a
investigacao da estrutura e funcéo de proteinas de H. seropedicae, baseada na clonagem
dos genes de interesse seguida da superexpressdo e caracterizagao funcional dos
produtos, aliada a determinacdo estrutural das proteinas por cristalografia de raios-X. O
primeiro resultado desta colaboracédo foi a determinacdo da estrutura cristalografica da
proteina Hfg H. seropedicae (KADOWAKI et al., 2011b). A proteina Hfg, considerada
pleiotropica e com funcdo de chaperona de RNA, tem sido reconhecida recentemente por

sua importancia na regulacao pos-transcricional em varias bactérias.
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CAPITULO 1: ANALISE ESTRUTURAL DAS
PROTEINAS RELACIONADAS A SINTESE DO
BIOPOLIMERO POLIHIDROXIBUTIRATO EM

Herbaspirillum seropedicae SmR1



1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Biopolimeros

Os sistemas vivos sdo capazes de sintetizar uma grande variedade de polimeros
gue podem responder pela maior parte da massa celular e que sado conhecidos como
biopolimeros. Segundo POTTER e STEINBUCHEL (2005), os biopolimeros podem
pertencer a oito classes diferentes: 1) acidos nucléicos como o DNA e o RNA; 2)
poliamidas como as proteinas e a cianoficina; 3) polissacarideos como a celulose e o
amido; 4) politioésteres como o poli(3-mercaptopropionato); 5) polianidridos como
polifosfato; 6) poliisoprenoides como o latex; 7) polifendis como a lignina e 8)
poliésteres organicos como os polihidroxialcanoatos (PHA). Estas classes diferem na
composi¢do quimica e na regularidade e variabilidade de seus elementos, o0s
mondmeros (PARRY & BAKER, 1984), que conferem a identidade a cada classe de
polimero. Esta identidade € determinada pela frequéncia com que cada tipo de
mondmero compde a estrutura do polimero o que também confere a complexidade e
especificidade de sua fungdo (PARRY & BAKER, 1984).

Por muitos anos os bioquimicos tradicionalmente focaram seus estudos nos
biopolimeros lineares e informacionais como proteinas e &cidos nucléicos além dos
polissacarideos destinados a reserva energética, como o amido e o glicogénio. Nas
Ultimas décadas outros biopolimeros produzidos a partir de um processo de
polimerizacao independente de uma molécula molde estdo sendo melhor investigados e
dentre estes encontram-se os PHAs. Uma comparacdo entre diferentes polimeros esta
mostrada no quadro 1, onde é possivel observar a variedade de composi¢do
monomerica, molécula iniciadora para o processo de polimerizagdo, tamanho do

polimero e tamanho do granulo formado por estes.



QUADRO 1 - Propriedades dos biopolimeros com sintese independente de

molécula molde

Polimero Monémero Molécula Iniciadora Tamanho Tamanho do

(fonte) do granulo polimero

Amido Maltooligossacarideo ~ Variavel Amilose:

(Vegetal) ou amilose (1-100 pm)  (9x10* a 3x 10°
Da)
Amilopectina:
(3x10° Da)

Glicogénio Glicogenina Variavel > 10° Da

(Humano)

Glicogénio ADP-Glc Nenhum > 10° Da

(Agrobacterium granulo

tumefaciens) detectavel

Polifosfato Oligbmeros de fosfato  Depende da > 7x10* Da

(Bactéria) fonte

Cianoficina Aspe Arg  Oligdmeros de Asp- 0,2-0,5 pm  2,5x10% a 10°

(Cianobactérias) Arg Da

Latex Geranilgeranil ~1,0 um ~10° Da

(Hevea brasiliensis) pirofosfato

Polihidroxibutirato HB-CoA ~0,5 um ~10° Da

(Bactéria)

FONTE: Modificado de STUBBE et al., 2005.

Véarios biopolimeros citados anteriormente sdo encontrados na forma de

estruturas subcelulares denominadas granulos ou corpos de inclusédo. Estas estruturas

compreendem os granulos de polifosfatos, carboxissomos, granulos de poliglucose

(glicogénio e amido), vacuolos de gas, granulos de polihidroxibutirato (PHB), corpos

lipidicos e granulo de cianoficina (Figura 1).



FIGURA 1 - Estruturas subcelulares formadas por biopolimeros

a b N -

5um 1um

a) Granulo de amido em Zea mays. b) Granulo de polifosfato em Vibrio cholerae. c)
Granulo de cianoficina em Aphanocapsa 6308. d) Granulo de latex em Hevea
brasiliensis. e) Granulo de PHB em Wautersia eutropha. A barra indica a escala da
Figura. Fonte: STUBBE et al., 2005.

A estocagem destes polimeros na forma de estruturas insollveis permite que a
osmolaridade celular ndo seja alterada (OBST & STEINBUCHEL, 2006), o que
possibilita 0 acumulo dos mesmos em quantidades significativas. Na secdo seguinte,
sera apresentada a classe de biopolimero foco deste estudo que se caracteriza por
apresentar uma biossintese de natureza ndo ribossomal e dependente de uma

molécula iniciadora, o 3-hidroxibutiril-CoA.

1.1.2 Polihidroxialcanoatos

Polihidroxialcanoatos (PHAs) séo poliésteres lineares, compostos por
mondmeros do tipo acido (R)-3-hidroxi graxos, sintetizados em varias bactérias gram-
positivas e negativas (MADISON & HUISMAN, 1999) (Figura 2). Nestes polimeros o



grupo carboxil de um monémero forma uma ligagdo do tipo éster com o grupo hidroxil
de outro monémero (MADISON & HUISMAN, 1999).

Estas macromoléculas constituem uma forma de estocagem de carbono e
energia e sdo produzidas em condicGes limitantes de nutrientes (ANDERSON &
DAWES, 1990). Além deste papel, os PHAs podem proteger as células em diferentes
condicbes de estresse como, por exemplo, choque térmico, irradiagdo por UV,
exposicdo a agentes oxidantes e choque osmotico (KADOURI et al., 2003). A massa
molecular destes polimeros varia entre 2x10° a 3x10° Daltons dependendo do tipo de
microrganismo e das condi¢Bes de crescimento (BYROM et al., 1994). De modo geral
sua producéo ocorre durante o final da fase exponencial podendo atingir 90% da massa
seca celular.

A estrutura final dos PHAs varia de acordo com o numero de carbonos (1-13) do
grupo alquil (R) na posicdo C3 do mondmero (MADISON & HUISMAN, 1999) (Figura 2
e Quadro 2). Estes polimeros subdividem-se em duas classes de acordo com o
comprimento do grupo alquil de cada monémero: PHAs de cadeia lateral curta [C3-Cs]
(ssc-PHA ou PHAsc. = short chain lenght) ou PHAs de cadeia lateral média [Cg-C14]
(msc-PHA ou PHAycL = medium chain lenght) (MADISON & HUISMAN, 1999).

FIGURA 2 — Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos

) 0
O—CH—(CH,)— C
100-30000
n=1 R= hydrogen poly (-3-hydroxypropionate)
methyl poly (-3-hydroxybutyrate)
ethyl poly(3-horoxyvalerate)
propyl poly (-3-hydroxyhexanoate)
pentyl poly (-3-hydroxyoctanoate)
nonyl poly (-3-hydroxydodecanoate)
n=2 R= hydrogen poly (-4-hydroxybutyrate)
n=3 R= hydrogen poly (-5-hydroxyvalerate)

FONTE: OJUMU et al., 2004.



A diversidade na composicdo monomérica dos PHAs depende da fonte de
carbono ofertada, como por exemplo, glucose, alcanos ou alcenos. A glucose depois de
ser processada pela via glicolitica gera um pool de moléculas de acetil-CoA que séo
utilizadas, em parte, para a sintese de PHAs de cadeia curta. Os PHAs de cadeia média
sao formados a partir de acidos 3-hidroxi graxos resultantes da sintese de novo de
acidos graxos ou intermediarios da (B-oxidacdo. Este tipo de PHA foi descoberto em
1983 quando WITHOLT e colaboradores cultivaram o microrganismo Pseudomonas
oleovorans na presenca de 50% de octano (MADISON & HUISMAN, 1999). N-alcanos
ou n-alcenos sdo oxidados nas células em seus respectivos acidos graxos que entao
podem sofrer outros passos de oxidagdo na via da B-oxidacdo. Intermediarios
metabdlicos podem ser convertidos em PHAs em condicfes limitantes de elementos
essenciais como o nitrogénio, caso observado em Pseudomonas oleovorans. Quando o
meio de cultura deste organismo foi suplementado com dodecano, os PHAs possuiram
composi¢do monomeérica variavel: 2% com seis carbonos, 31% com oito carbonos, 36%
com dez carbonos e 31% com doze carbonos (LAGEVEEN et al., 1988). Conclui-se,
portanto, que a fonte de carbono disponivel e metabolizada reflete-se no tipo de PHA
encontrado na célula.

Até o momento, foram reportados mais de 100 tipos diferentes de mondémeros
que podem compor os PHAs (STEINBUCHEL & VALENTIN, 1995; KESSLER et al.,
2001) e alguns deles estédo listados no quadro 2. O comprimento da cadeia lateral
assim como o tipo de grupo funcional que a compde influencia nas propriedades fisicas
como temperatura de fusdo, temperatura de transicdo para o estado vitrio e
cristalinidade (EGGINK et al., 1995). A variabilidade monomérica reflete-se também nas
propriedades termoplasticas apresentadas por polimeros com R (H, CHsz, CH3CH,) e
propriedades elastbmeras apresentadas por polimeros com R (C3H; a CisHa)
(STUBBE et al., 2005). Estas ultimas propriedades fazem deste material um bom
substituto para os plasticos a base de derivados de petrdleo e por este motivo estao
recebendo maior atencdo da area de bioengenharia.

Dentre os PHAs o poli(3-hidroxibutirato), ou PHB, € historicamente o mais
estudado. Este polimero foi descoberto por LEMOIGNE, no Instituto Pasteur (1926), no
lisado da bactéria Bacillus megaterium e € um dos mais simples PHAs onde o grupo R



corresponde a um metil (CH3). Este polimero é altamente estereoespecifico com um
carbono assimétrico dotado de configuragdo do tipo D, caracteristica que contribui para
a sua cristalinidade (STEINBUCHEL, 1991). Possui uma temperatura de fuséo de 175
°C, um pouco abaixo de sua temperatura de degradacao (185 °C), fato que dificulta o
processo de modelagem para fins industriais. Este problema tem sido contornado com a
producéo do copolimero polihidroxibutirato-hidroxivalerato (P(3HB-co-3HV)) que resulta
na diminuicdo da temperatura de fusdo e consequente diminuicdo da degradacao
térmica (OJUMU et al., 2004).

QUADRO 2 - Alguns tipos de mondémeros que compoem os PHAs

Acidos 3- Acidos 3-hidroxi  Acidos 3-hidroxi Acidos 3-hidroxi Acidos 3-hidroxi
hidroxi (insaturados) (ramificados) (*CL substituida) (outros)
Propiénico 2-Butandico 2-metilbutirico Ciclohexilbutirico 4-hidréxibutirico
Butirico 4-Pentandico 2-medilvalérico 5-fenilvalérico 4-hidroxivalérico
Valérico 4-Hexanéico 2,6-dimetil-5- 7-fluoroheptandico 4-hidréxihexandico
heptandico
Hexandico 5-Hexandico 4-metilhexandico 9-fluorononandico 4-hidréxiheptandico
Heptandico 6-Heptandico 5-metilhexandico 6-clorohexandico 4-hidréxiheptandico
Octanoico 6-Octanodico 6-metiloctanodico 8-clorooctandico 4-hidroxiocatndico
Nonanoico 7-Octanoico 7-metiloctandico  11-bromoundecandico 5-hidréxivalérico
Decandico 8-Nonandico 6-metilnonandico 7-cianoheptandico 5-hidréxihexandico
Undecandico 9-Decandico 7-metilnonanéico 9-cianononandico Acido mélico
Dodecanébico 10-Undecanéico 8-metilnonanéico 12-hidréxi-
dodecandico
Tetradecanoico 6-Dodecandico 7-metildecandico Acido succinico
metil éster
5-Tetradecandico 9-metildecandico Acido adipico
metil éster
5,8-Tetradeca- Acido adipico
diendico metil éster
5,8,11-Tetradeca- Acido subérico
triendico metil éster
4-Hexadecanobico Acido subérico
etil éster
4,7-Hexadeca- Acido pimélico
diendico propil éster
Acido sebécico
benzil éster

*CL: cadeia lateral. FONTE: ZINN et al., 2001.

PHAs sao acumulados intracelularmente na forma de granulos, podendo chegar
a 90% da massa celular (MADISON & HUISMAN, 1999). Estes granulos séo estruturas
subcelulares capazes de responder a variacbes do estresse fisiologico através da
sintese ou degradacdo do polimero (POTTER & STEINBUCHEL, 2005). Andlises de
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inclusbes de B. megaterium mostraram que elas sdo formadas por 97,5% de PHA, 2%
de proteinas e 0,5% de lipideos (GRIEBEL et al., 1968). Pode-se concluir entdo que os
granulos sdo cobertos por uma camada composta basicamente por lipideos e
proteinas. Os granulos de PHA assim como as proteinas associadas a estes tém sido
estudados em Pseudomonas oleovorans, Paracoccus putida e Ralstonia eutropha e em
estirpes recombinantes de E. coli (FULLER et al.,, 1992; HUIJBERTS et al., 1992;
POTTER et al., 2004; SCHUBERT et al., 1988).

Segundo STEINBUCHEL e colaboradores (1995), as proteinas associadas aos
granulos de PHA podem ser classificadas em trés classes: (I) PHA sintases, que
catalizam a polimerizacdo dos mondmeros de hidroxiacil-CoA, (II) PHA depolimerases,
responsaveis pela degradacao intracelular e mobilizacdo do PHA, (lll) fasinas, que
formam uma camada sobre os granulos juntamente com os fosfolipideos e (IV) outras
proteinas, dentre as quais se destaca uma proteina regulatoria, especifica da sintese
do PHA, chamada de PhbF ou PhaR (MAEHARA et al., 2002; YORK et al., 2002)
(Figura 3).

FIGURA 3 - Proteinas associadas ao granulo de PHA

Synthase Regulator Phasin Depolymerases Oligomer Hydrolase
PP 9O o e &
PhatC PhaR PhaP PhaZ1 PhaZ2 PhaZ3? Also named PhaZ2
M sl

Amorphous PHB

FONTE: STUBBE & TIAN, 2003.



A presenca de diversas classes de proteinas associadas ao granulo de PHA
levou JENDROSSEK (2009) a chamar esta complexa estrutura subcelular de

carbonossomo.

1.1.3. Metabolismo do PHB

O PHB é sintetizado por uma via de trés passos catalisados pela acdo sucessiva
das enzimas [(-cetoacil-CoA tiolase (PhbA), acetoacetil-CoA redutase (PhbB) e PHB
polimerase (PhbC) (Figura 4). Ja a degradacéo deste polimero, de forma extracelular ou
intracelular, é catalisada pela PHB depolimerase (PhaZ). A organizacdo dos genes
envolvidos na biossintese do PHB possui uma consideravel divergéncia, reflexo da
diversidade nas vias de biossintese. MADISON & HUISMAN (1999), apés
caracterizarem os genes envolvidos na sintese de PHB em 18 espécies diferentes,
relataram seis tipos de loci para os genes estudados: 1- operon completo phbCAB; 2-
loci phb interrompido; 3- loci phb incompleto; 4- loci phb de organismos que codificam
uma PHB polimerase com duas subunidades; 5- loci phbJl envolvido na sintese de
P(3HB-3HH) e 6- loci pha para a sintese de PHA de cadeia média. Desta forma,
conclui-se que o0s genes gque codificam as proteinas envolvidas no metabolismo do PHB
nao estdo, necessariamente, formando um operon e a organizacao génica varia de
espécie para espécie.

As principais caracteristicas das proteinas envolvidas no metabolismo do PHB
assim como na regulacdo transcricional e na regulacdo do tamanho granular seréao

detalhadas a segquir.



FIGURA 4 - Via de sintese do PHB nos organismos que possui o operon phbCAB
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O PHB é sintetizado em trés etapas sucessivas e catalisadas respectivamente pelas
enzimas p—cetotiolase (PhbA), acetoacetil-CoA redutase (PhbB) e PHB polimerase
(PhbC). Fonte: MADISON & HUISMAN, 1999.

1.1.4 Proteinas envolvidas na sintese e degradacédo de PHB

1.1.4.1 B-cetoacil-CoA tiolase (PhbA)

A primeira etapa da formacdo do PHB é catalisada pela (3-cetoacil-CoA tiolase
(PhbA). Esta enzima pertence a classe de tiolases envolvidas exclusivamente com
processos de biossintese de corpos cetdnicos, esterdides, isoprendides e PHB. O
mecanismo de reacdo resulta na condensacdo de duas moléculas de acetil-CoA
formando um acetoacetil-CoA (MADISON & HUISMAN, 1999).

1.1.4.2 Acetoacetil-CoA redutase (PhbB)

PhbB é uma acetoacetil-CoA redutase que catalisa a segunda etapa da sintese
do PHB. Esta desidrogenase converte o acetoacetil-CoA em 3-hidroxibutiril-CoA. Esta
enzima, juntamente com PhbA, fornece a molécula monomérica (3HB) para o processo
de polimerizacdo (MADISON & HUISMAN, 1999). Assim como PhbA, PhbB é

encontrada no citoplasma durante a sintese ativa de PHB e, no caso de Alcaligenes
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eutrophus, ndo foram encontradas em associacdo com o granulo deste polimero
(HAYWOOD et al., 1988).

1.1.4.3 PHB sintase (PhbC)

PhbC é uma PHB sintase ou polimerase considerada a enzima chave para a
producdo do PHB. Esta enzima catalisa a conversdo enantioseletiva de (R)-3-
hidroxibutiril-CoA em polihidroxibutirato com a concomitante liberacdo de Coenzima A
(REHM, 2003). De forma geral as sintases séo divididas em duas classes principais de
acordo com o seu produto: sintases de cadeia curta e sintases de cadeia média (REHM,
2006). Na literatura € frequente a utilizacdo do termo PhbC para as enzimas que
catalizam a sintese do PHB enquanto que o termo PhaC é destinado as sintases de
polimeros de cadeia média. Estas proteinas podem ser ainda classificadas de acordo
com a especificidade pelo substrato, composicdo das subunidades e diferenca de
massa molecular das mesmas. PhbC pode ser encontrada no citoplasma nas formas
monomeérica e dimérica sendo que a segunda forma é aumentada na presenca de (3-
hidroxi-butiril);-CoA (REHM, 2003). JIA e colaboradores (2000) sugeriram uma
homologia estrutural entre a PHA sintase de Chromatium vinosum e lipases
bacterianas, e seus estudos permitiram a identificacdo dos residuos de histidina,
cisteina e aspartato como sendo importantes para a catalise mediada pela sintase. Este
estudo destacou a variedade de mecanismos de reacdes realizadas pelas polimerases
e discutiu um modelo diferente do mecanismo da (3-cetoacil-ACP sintase, envolvido na

sintese de lipideos e considerado um paradigma.

1.1.4.4 Depolimerase (PhaZz)

PHA depolimerases (PhaZs) catalisam a hidrdlise dos poliésteres de PHA com a
liberacdo de acidos hidroxialcandicos mono ou oligoméricos que servirdo como fonte de
carbono e energia para 0os microrganismos. A degradacdo do PHA pode ocorrer de
duas formas: intracelularmente por iIPHA depolimerases em periodos de falta de

nutrientes ou extracelularmente por ePHA depolimerases que utilizam como substrato
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PHA liberado por células mortas. A acao de cada depolimerase é especifica ao tipo de
PHA, sendo a ePHA depolimerase capaz de degradar o PHA parcialmente cristalizado
engquanto que a iPHA depolimerase atua sobre o PHA amorfo ou nativo (JENDROSSEK
& HANDRICK, 2003). Até 0 momento, somente a estrutura tridimensional de uma ePHA
depolimerase de Penicillium funiculosum (HISANO et al., 2006) e de uma iPHA
depolimerase de Paucimonas lemoignei (PAPAGEORGIOU et al., 2008) foram
resolvidas por métodos experimentais de difracdo de raios-X. A PhazZ7 de P. lemoignei
revelou uma conformacgao de a/f hidrolase e uma similaridade estrutural com a lipase A
de Bacilus subtilis. Nesta proteina também foi identificada a triade catalitica Ser-His-Asp
caracteristica das proteinas pertencentes a familia das lipases serino-esterases. O sitio
catalitico que abriga estes residuos de aminoacidos encontra-se bloqueado, sugerindo
uma mudanca conformacional quando ha a ligacdo ao substrato. O contrario foi
observado para a ePHA depolimerase de Penicillium funiculosum, cujo sitio ativo
encontra-se acessivel ao substrato além de apresentar diferencas estruturais
consideraveis em relacéo a iPHA depolimerase (PAPAGEORGIOU et al., 2008).

1.1.5 Proteinas envolvidas na regulacdo transcricional e estrutural no

metabolismo de PHB

A regulacao no metabolismo do PHB pode ser descrita a nivel enzimético com o
envolvimento de intermediarios metabolicos diretamente sobre as enzimas, a nivel
transcricional com a participacdo de reguladores da expressdo génica e a nivel
estrutural com a participacdo de proteinas que regulam o tamanho e o numero de
granulos de PHB intracelulares. Nesta secdo serdo descritos com detalhes os niveis de
regulacdo transcricional e estrutural assim como as proteinas que participam destes

processos.

1.1.5.1 Regulagéo transcricional

A diversidade nos mecanismos de regulacédo transcricional no metabolismo de
PHAs envolve sistemas globais e especificos. Dentre os globais pode-se destacar a

participacdo do regulador LuxR de Vibrio harveyi relacionado aos mecanismos de
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quorum sensing (McCOOL & CANNON, 1999) e as proteinas NtrB e NtrC de
Azospirillum brasilense Sp7 relacionadas ao metabolismo de nitrogénio (SUN et al.,
2000). A participacdo destes reguladores mostra a importancia e a relacdo do
metabolismo de PHAs com outras vias metabolicas. Além destes reguladores tem sido
descritos outras proteinas que atuam exclusivamente nesta via e que podem
desempenhar o papel de ativadores ou repressores transcricionais dependendo do
microrganismo (KESSLER & WITHOLT, 2001). As proteinas PhbR de Azotobacter
vinelandii UW136 (PERALTA-GIL et al., 2002; HERNADEZ-ELIGIO et al., 2011) e PhaD
de Pseudomonas putida KT2442 (DE EUGENIO et al., 2010) sao relatadas como
ativadoras transcricionais. Em Azotobacter vinelandii UW136 phbR codifica uma
proteina da familia AraC que teve a funcéo de ativadora observada na estirpe mutante
phbR", a qual apresenta redugcéo na producéo de PHB e na expressédo do gene phbB
(acetoacetil-CoA redutase) (PERALTA-GIL et al., 2002). A proteina PhaD pertencente a
familia TetR e seu modelo estrutural levou DE EUGENIO e colaboradores (2010) a
sugerirem que a ativacao transcricional pode ser induzida por um intermediario da via
de B-oxidacdo de acidos graxos em Pseudomonas putida KT2442 (Figura 5B). As
proteinas PhaF de P. oleovorans GPol (PRIETO et al., 1999), PhaR de R. eutropha
(POTTER et al.,, 2002), P. denitrificans (MAEHARA et al., 2002) e Rhodobacter
sphaeroides FJI (CHOU & YANG, 2010) sao relatadas como repressoras transcricionais
e tem sido encontradas em associacdo aos granulos de PHB. Dois modelos de
regulacdo transcricional tém sido sugeridos para estas proteinas. O modelo de
regulacdo mais difundido conta com a participacédo de apenas uma proteina (PhbF ou
PhaR) envolvida principalmente na regulacao da expressdo do gene phaP, que codifica
a proteina fasina e cuja funcdo € descrita na secdo seguinte (Figura 5A). Este papel
também foi observado via expressao da proteina PhaP nas estirpes de R. eutropha e R.
sphaeroides FJI com o gene phaR mutado (YORK et al., 2002; CHOU & YANG, 2010).
O mutante phaR" em R. eutropha apresentou diminuicdo da produgcdo de PHA
sugerindo o papel regulatério de PhaR sobre a producdo de PHA através da modulagéo
da expressao do gene phaP. O outro modelo envolve a participacdo da proteina PhaF
de P. oleovorans GPol e uma proteina semelhante a fasina (Phal) (Figura 5C). PhaF foi
relatada como um regulador negativo da expressao do gene phaC1l cujo mecanismo de
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repressao depende do tipo de fonte de carbono disponivel (PRIETO et al., 1999). Estas
duas proteinas foram também encontradas em Pseudomonas putida KT2442 onde
PhaF foi descrita como uma proteina importante para a localizac&o celular dos granulos
assim como na segregacdo dos mesmos durante a divisdo celular (GALAN et al., 2011).

Dentre as proteinas citadas acima PhaR € o regulador mais estudado in vitro,
quanto a sua atividade de interagcdo com DNA e PHB. PhaR € uma proteina bifuncional,
ou seja, liga-se a regides especificas do DNA e diretamente aos granulos de PHB. Esta
dltima atividade é considerada néo especifica, pois PhaR pode ligar-se a todas as
formas de PHB (cristalina, amorfa ou oligbmeros) (MAEHARA et al., 2002). Em P.
denitrificans € uma proteina de 22 kDa capaz de ligar-se a uma regido a montante dos
genes phaP e phaR (MAEHARA et al., 2002). Esta ligacdo resulta em um mecanismo
de autorepressdo de PhaR assim como a represséo da expressao do gene phaP como
demonstrado in vivo (MAEHARA et al., 1999) e in vitro (MAEHARA et al., 2001). Um
provavel motivo de ligacdo desta proteina ao DNA, composto de sequéncias de TGC
repetitivas e que sobrepde parcialmente o promotor do gene phaR, foi sugerido por
estudos de digestdo utilizando a técnica de DNasel footprinting em Paracocus
denitrificans (MAEHARA et al., 2002). Em R. sphaeroides FJI, a analise das regides
promotoras dos genes phaZ, phaC, phaP e phaR revelaram a presenca da sequéncia
consenso CTGCN34GCAG (CHOU et al.,, 2009) e, mais tarde, a importancia do
espacamento de 3 a 4 bases entre os médulos CTGC e GCAG através de experimentos
de delecéo e ligagcdo a proteina PhaR in vitro (CHOU et al., 2010). Em R. eutropha H16,
PhaR liga-se ao promotor -35/-10 do gene phaP em dois sitios distintos: em uma regiao
onde esta presente o sitio de inicio de transcricdo e em uma outra regido acima do
modulo -35 do promotor, sugerindo novamente um papel repressor ao bloquear o
acesso da RNA polimerase (POTTER et al., 2002). Estes dois sitios compreendem uma
sequéncia de 12 pares de base ndo relacionados a sequéncia observada em P.
denitrificans e R. sphaeroides FJI, sugerindo que a variacdo no sitio de ligagédo

observado resulta em variagdo nos mecanismos de regulacao.
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FIGURA 5 - Modelos de regulacéao transcricional no metabolismo de PHB
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Modelos de regulacéo transcricional relatados na literatura. (A) Modelo de repressao
transcricional descrito em Ralstonia eutropha (STUBBE & TIAN, 2003). O esquema
descreve a inducdo da expressdo do gene phaP na presenca de PHA. (B) Modelo de
ativacao transcricional descrito em Pseudomonas putida (DE EUGENIO et al., 2010). As
sequéncias de pares de base destacadas no grupo de genes relacionados ao
metabolismo de PHA indicam as regides promotoras dos genes phaCl e phal que
contém sitos de ligagdo a proteina PhaD. Na parte inferior da figura encontra-se o
modelo estrutural da proteina PhaD obtida por modelagem molecular. (C) Modelo de
repressado transcricional envolvendo a participacdo da fasina Phal em Pseudomonas
oleovorans (PRIETO et al., 1999). A figura descreve a inducéo da expressao dos genes
phaC1l, phal e phaF na presenca granulos de PHA e a repressao transcricional na
auséncia do mesmo.

1.1.5.2 Regulacgéo estrutural dos granulos de PHB

Os PHAs podem ser encontrados nos estados amorfo ou parcialmente cristalino
dentro dos granulos (JENDROSSEK & HANDRICK, 2003). O baixo grau de
cristalinidade encontrado no granulo nativo é considerado um fator importante para a
biodegradabilidade uma vez que torna o polimero mais acessivel a acdo das
depolimerases (TOKIWA et al., 2009). Este estado é mantido pela camada de proteinas

que cobrem os granulos e cuja alteracdo decorrente do processo de extracdo pode
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levar a um aumento de 50-60% na cristalinidade (POTTER & STEINBUCHEL, 2006).
Esta camada também isola o PHA hidrofébico do contato com o citoplasma (PIEPER-
FURST et al., 1995) e impede que outras proteinas hidrofébicas associem-se de forma
inespecifica ao granulo, o que poderia causar efeitos deletérios a célula (BOHMERT et
al., 2002). A proteina sem propriedade enzimatica mais abundante associada ao
granulo é denominada fasina. Este termo foi empregado por Steinblchel e
colaboradores (1995) para descrever as proteinas associadas aos granulos e analogas
as oleosinas (proteinas anfifilicas que formam uma camada na superficie de inclusbes
oleosas de células vegetais) (JURASEK & MARCHESSAULT, 2002). Esta proteina
caracteriza-se pela baixa massa molecular (11-25 kDa), por possuir um carater
anfifilico, pela alta afinidade por PHA e por contribuir significativamente para a fracdo
total de proteinas celulares (TRAINER et al., 2006). O efeito direto sobre o nUmero e o
tamanho dos granulos foi observado na estirpe mutante phaP™ de Alcaligenes eutrophus
qgue resultou na formacdo de um unico granulo (WIECZOREK et al., 1995) e com a
superexpressdo da proteina PhaP em Aeromonas hydrophila que levou a formacéo de
muitos granulos com tamanho reduzido (TIAN et al., 2005). O papel desta proteina na
sintese de PHA foi demonstrado por Poétter e colaboradores (2005) que detectaram a
reducdo nos niveis deste polimero nas estirpes mutantes nos genes phaP em R.
eutropha. A importancia das fasinas na sintese de PHA pode ser explicada através de
seu papel na regulacéo da razao superficie/volume e também pela interacdo com PHA
sintases (YORK et al., 2001). A primeira propriedade tem o papel de prevenir a
coalescéncia entre os granulos (JURASEK & MARCHESSAULT, 2002) permitindo
maior superficie de acdo para as enzimas responsaveis pela mobilizagdo da fonte de
carbono.

A estrutura cristalografica destas proteinas é desconhecida até o momento,
contudo alguns modelos tém sido propostos com base na sequéncia de aminoacidos. O
primeiro deles foi proposto por Pieper-Furst (1994) para a fasina GA14 de Rhodococcus
ruber. Esta proteina é um tetramero determinado por técnicas de gel filtracdo e
microscopia eletronica e cujo mondémero possui uma massa molecular de 15,5 kDa. A
técnica de microscopia ainda revelou particulas triangulares e quadradas com

dimensdes entre 7 a 12 nm de didametro. Baseados na presenca de dois segmentos de
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aminoacidos hidrofébicos e anfifilicos, os mesmos autores sugerem que a proteina
encontra-se ancorada a superficie dos granulos de PHA (Figura 6A).

A presenca destes moédulos também foi observada na fasina GA24 de
Alcaligenes eutrophus (WIECZOREK et al.,, 1995). Esta proteina possui massa
molecular de 24 kDa, maior do que a anterior, composto por trechos de amino&cidos
hidrofébicos na porcdo C-terminal cuja funcdo estaria relacionada a interacdo da
proteina ao polimero. Hanley e colaboradores (1999) reavaliando a estrutura primaria
da fasina de R. eutropha concluiram que o modelo descrito para A. eutrophus nédo se
aplicava neste organismo. Este estudo descreveu esta fasina como composta
predominantemente por a-hélices constituidas de regides hidrofilicas flanqueadas por
regides hidrofobicas. Estas caracteristicas levaram os autores a propor outro modelo de
interacdo fasina-granulo onde os trechos hidrofilicos estariam voltados para o
citoplasma e os trechos hidrofobicos associando-se ao polimero (Figura 6B).

Nos ultimos anos informacdes estruturais das fasinas em solucdo ou associadas
aos granulos de PHA tem sido reportadas. A informacdo mais proxima da estrutura
tridimensional de uma fasina foi obtida por experimentos de difracdo de raios-X a baixo
angulo (SAXS) (NEUMANN et al., 2008). Este estudo descreve a fasina de R. eutropha
como uma proteina planar, triangular e com uma distancia maxima de 86 + 3 A em
solucéo (Figura 6C). Quando associada aos granulos, PhaP forma estruturas em forma
de rede (Figura 7) confirmada pela auséncia da formac¢éo desta estrutura nanométrica

na estirpe mutante phaP™ de Cupriavidus necator H16 (DENNIS et al., 2008).
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FIGURA 6 — Modelos estruturais da fasina
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Informacdes estruturais das fasinas de R. ruber e R. eutropha (B-C). (A) Modelo de
ancoramento da fasina GA14 de R. ruber com a camada de fosfolipideos que cobrem os
granulos de PHA (PIEPER-FURST et al., 1994). (B) Predicbes com base na sequéncia de
aminoacidos da proteina PhaP de R. eutropha. Quadro superior mostra o perfil de
hydrofobicidade. Quadro intermediario mostra a probabilidade de cada residuo de aminoacido
compor uma estrutura secundaria em a-hélice ou alca. Quadro inferior ilustra de forma
esquemética o arranjo das regides hidrofilicas e hidrofébicas assim como a interagdo com a
superficie do granulo de PHA (HANLEY et al., 1999). (C) Envelope molecular proposto para a
proteina PhaP com base em experimentos de difracédo de raio-X a baixo angulo (NEUMANN et
al., 2008).
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FIGURA 7 - Rede formada pelas fasinas na superficie dos granulos de

Imagens de fase da superficie de granulos extraidos de C. necator H16 utilizando a
técnica de microscopia de forca atbmica (AFM) (DENNIS et al.,, 2008). Inclusdes
extraidas da estirpe selvagem (A) e mutante phaP" (B).
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Caracterizar funcional e estruturalmente as proteinas PhbF e PhaP1 envolvidas
no metabolismo do biopolimero polihidroxibutirato em Herbaspirillum seropedicae
SmR1.

1.2.2 Objetivos especificos

e Expressar e purificar as proteinas PhbF e PhaP1 de H. seropedicae.

e Determinar a atividade in vitro de ligacao das proteinas ao polimero PHB.

e Determinar a atividade de ligacdo ao DNA da proteina PhbF.

e Determinar o motivo de ligacdo ao DNA da proteina PhbF.

e Obter informac06es estruturais das proteinas PhbF e PhaP1 por SAXS.

e Propor um modelo estrutural para as proteinas PhbF e PhaP1.

e Determinar a funcao regulatéria da proteina PhbF in vivo.
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1.3. MATERIAL E METODOS

1.3.1 Anédlise utilizando ferramentas de bioinformaética

1.3.1.1 Anélise dos genes e proteinas alvo

A andlise da sequéncia dos genes phbF e phaPl assim como das regides a
montante e a jusante destes foram realizadas por programas de bioinformatica de
acesso publico na internet. O Artemis (RUTHERFORD et al., 2000) foi utilizado para a
identificacdo das ORFs e o PRODORIC (MUNCH et al., 2005) foi utilizado para a
identificacdo de possiveis sequéncias promotoras. Os mapas de restricAo e as
sequéncias de aminoacidos traduzidas a partir das sequéncias de pares de base foram
obtidas e editadas com o programa BioEdit (HALL, 2001).

indices de similaridade assim como de identidade das sequéncias de
aminoéacidos foram obtidos pela submissao das sequéncias ao programa BlastP (http:
/Incbi.nim.nih.gov/BLAST). O processo de alinhamento e avaliagdo da conservagéo de
aminoacidos e dominios foi realizado pelo programa ClustalW (THOMPSON et al.,
1994). As sequéncias de comparacao para o alinhamento foram obtidas do banco de
dados GeneBank DataBase (http: //ncbi.nim.nih.gov/Genbank). A arvore de similaridade
entre as sequéncias de aminoacidos foi obtida com o programa MEGA (TAMURA et al.,
2011) utilizando o modelo de Neighbor-joining. Carateristicas bioquimicas Uteis durante
0s experimentos laboratoriais como massa molecular, ponto isoelétrico (pl) e coeficiente
de extingdo molar foram obtidas pelo programa PROTPARAM disponivel no site
WWw.expasy.org.

A identificacdo de motivos de ligacdo ao DNA nas regides promotoras foi
realizada pelo programa MEME (BAILEY et al., 2006). O programa foi configurado para
identificar um motivo contendo de 6 a 50 pb. O motivo conservado foi representado no
formato LOGO.

22


http://www.expasy.org/

1.3.1.2 Anédlise das estruturas secundarias e geracao dos modelos estruturais ab

initio

A andlise in silico da estrutura secundaria das proteinas alvo foi realizada pelo
programa Psipred (JONES, 1999). Os modelos estruturais ab initio foram obtidos pela
submissdo das sequéncias de aminoacidos das proteinas em estudo ao servidor
Robetta (KIM et al., 2004). As estruturas foram manipuladas e as imagens registradas
utilizando o programa Pymol (SCHRODINGER, 2010). O potencial eletrostatico dos
modelos foi calculado utilizando o programa DelPhi (ROCCHIA et al., 2001).

1.3.2 Materiais gerais e métodos de microbiologia

1.3.2.1 Bactérias e plasmideos

As estirpes de bactérias e plasmideos que foram utilizados neste trabalho estado

relacionadas nos quadros 3 e 4, respectivamente.

QUADRO 3 - Lista de estirpes de bactérias utilizadas

Estirpe Genotipos e Caracteristicas Relevantes Referéncia/ Fonte
E. coli
TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-crBC) ®80lacZ Invitrogen Inc.

AM15 AlacX74 recA1 ara A139 A (ara-
leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

BL21 (DE3) Hsd gal (A clts 857 ind 1 Sam7 nin5 lacUV5- New England Biolabs.
T7 gene 1)
(produtora da RNA polimerase do fago T7).

ET8000 rbs lacZ::1S1 gyrA hutCc k (wild-type) MACNEIL et al., 1982.

S17.1 SmR Tra* SIMON, PRIEFFER &
PUHLER, 1983.

H.seropedicae

Smrl Estirpe parental, Sm®, Nif" SOUZA et al., 1995.
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QUADRO 4 - Lista de plasmideos utilizados
Plasmideos Caracteristicas Relevantes Referéncia/ Fonte
pCR®2.1 LacZ, Amp®, Km® Invitrogen Inc.
pET-28a(+) Promotor T7, lacl, KmR, sequéncia codificadora para Novagen Inc.
a cauda de histidinas.
pET-29a(+) Promotor T7, lacl, Km". Novagen Inc.
pMP220  TcR, vetor contendo a fusdo transcricional lacZ sem SPAINK et al.,
promotor e com o sitio de policlonagem do vetor 1987
pPW452 invertido.
pPW452 TcR, vetor contendo a fusdo transcricional lacZ sem WOODLEY, PAUL
promotor.
pKADO3 pET-28a(+) contendo o gene phbF clonado. Este trabalho
pKADO4 pET-29a(+) contendo o gene phbF clonado. Este trabalho
pKADO6 pET-28a(+) contendo o gene phbP1 clonado. Este trabalho
pKADO7 PpET-29a(+) contendo o gene phbP1 clonado. Este trabalho
pKADO5 353 pb da regidao promotora do gene phbF clonado Este trabalho
no vetor pMP220 resultando na fuséo transcricional
phbF::lacZ.
pKADO8 381 pb da regido promotora do gene phaP1 clonado Este trabalho
no vetor pMP220 resultando na fuséo transcricional
phbP1::lacZ.
pMMS31 Derivado do vetor pDK6 codificando o gene phbF KADOWAKI
de H. seropedicae SmR1. et al., 2011
pKADO9 409 pb da regiao promotora do gene phaP1 clonado Este trabalho
no vetor pCR2.1
pKADO10 300 pb da regido promotora do gene phbF clonado Este trabalho
no vetor pCR2.1
pKADO11l 542 pb daregidao promotora do gene phbC_2999 Este trabalho
clonado no vetor pCR2.1
pKADO12 404 pb daregiao promotora do gene phaZ_0639 Este trabalho
clonado no vetor pCR2.1
pKADO13 545 pb daregido promotora do gene phaC_2625 Este trabalho
clonado no vetor pCR2.1
pKADO14 514 pb daregido promotora da ORF Hsero 0262  Este trabalho
clonado no vetor pCR2.1
pKADO15 575 pb daregiao promotora do gene dksA_ 2404 Este trabalho
clonado no vetor pCR2.1
pKADO16 543 pb daregido promotora do gene fadB_0254 Este trabalho
clonado no vetor pCR2.1
pKADO17 638 pb daregido promotora do gene phaB_3315 Este trabalho
clonado no vetor pCR2.1
pKADO18 512 pb daregido promotora do gene phaZ_1622 Este trabalho

clonado no vetor pCR2.1
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1.3.2.2 Meios de cultura, condi¢cdes de cultivo e estoque dos microrganismos

As estirpes de Escherichia coli foram cultivadas em meio LB (SAMBROOK et al.,
1989) sob agitacédo (130 rpm) a 37 °C ou em estufa a 37 °C em meio LA. O meio LB

poSsui a seguinte composicao:

Triptona 10 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NaCl 10 g/L

pH 7,0

O meio LA é composto de meio LB mais 15 g/L de &gar. Para o cultivo celular de
E.coli com a finalidade de preparar células eletrocompetentes foi utilizado o meio SOB

(Gibco-BRL-Invitrogen) que possui a seguinte composicao:

Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 59/L
NacCl 0,584 g/L
KCI 0,186 g/L
pH 7,0

Apbs o processo de transformacgéo por eletroporagéo as células de E. coli foram

recuperadas em meio SOC (Gibco-BRL-Invitrogen), que possui a seguinte composicao:

Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 5g/L
NaCl 0,06 g/L
KCI 0,019 g/L
MgCl, 0,094 g/L
MgSOq4 0,12 g/L
Glucose 0,36 g/L
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Os ensaios de [(-galactosidase em E. coli ET8000 foram realizados em meio
minimo M9 (SAMBROOK et al., 1989) suplementado com tiamina (1pg/mL) sob
agitacao (120 rpm) a 30 °C. O meio M9 (pH 7,0) possui a seguinte composicao:

Na,HPO4.7H,0 12,8 g/L
KH,PO4 3,0g/L
NacCl 0,5g/L
NH,4CI 1,0 g/L
MgSOa4 2mM
CacCl, 0,1 mM
Glucose 0,2%

A estirpe de H. seropedicae SmR1 foi cultivada a 30 °C, sob agitagdo a 120 rpm,
durante 16 horas em meio NFbHPN (KLASSEN et al., 1997), na presenca de

estreptomicina (80 pg/mL). O meio NFb-malato (pH 6,8) possui a seguinte composi¢ao:

MgS0..7H,0 2 x10™ g/L
NaCl 1x10™ g/L
CaCl, 2 x 1072 g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 102 g/L
FeSO,. 7H,0 2 x 107 g/L
Malato de sodio 5g/L
Biotina 1x10*g/L
Na;Mo0,4.2H,0 2 x 103 g/L
MnSO4.H,0 2,35x 107 g/L
H3BOs 2,8x 107 g/L
CuS0,.5H,0 8 x 10™ g/L
ZnS0,.7H,0 2,4 x10™ g/L
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No momento do uso, o meio NFbHPN foi obtido por adicdo de 50 mL/L de
solucao estéril de fosfatos (159,5 g/L de KH,PO,4 e 17,8 g/L de K;HPO,) e de 20 mL/L
de cloreto de amonio 1 mol/L ao meio NFb-Malato.

As células de E. coli foram estocadas a —20 °C em glicerol 50% ou a —80 °C em
glicerol 15%.

1.3.2.3 Antibio6ticos

Os antibioticos utilizados nos meios de cultura foram:

Antibidtico Abreviatura Concentracao Final Organismo
Ampicilina Amp 250 pg/mL E. coli
Canamicina Km 50 pg/mL E. coli
500 pug/mL H.seropedicae
Cloranfenicol Cm 30 pg/mL E. coli
100 pg/mL H.seropedicae
Estreptomicina Sm 80 pg/mL E. coli e H.seropedicae
Tetraciclina Tc 10 pg/mL E. coli e H.seropedicae

As solucdes estoque foram preparadas e estocadas segundo SAMBROOK et al.,
1989.

1.3.2.4 Extracédo de PHB de H. seropedicae

Para a extracado de PHB de H.seropedicae foi utilizado o protocolo de tratamento
com hipoclorito e extragdo com solvente proposto por WILLIAMSON & WILKINSON
(1958) com modificagbes. H. seropedicae foi cultivado em 1000 mL de NFb-malato
suplementado com 5 mM de glutamato, condigdo de baixa disponibilidade de nitrogénio,
e solucao de fosfatos como descrito no item 1.3.2.2. O cultivo foi realizado durante 16h
a 30 °C. Em seguida, a cultura foi centrifugada a 5.000 xg por 10 minutos. O pellet

celular foi ressuspendido em uma solucdo de hipoclorito de sédio 3% (m/v) a uma
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proporcao final de 1% (m/v). Apds ressuspensséao, a solucao foi incubada por 1h a 30
°C e centrifugada a 4000 xg por 10 minutos para a remoc¢ao dos restos celulares. O
PHB recuperado na fracdo sedimentada foi lavado com agua e em seguida com
acetona. Entre cada lavagem a solucéo foi incubada a 30 °C por 1h. Apos a ultima

lavagem, o PHB foi seco e estocado a temperatura ambiente.

1.3.3 Métodos de manipulacédo de DNA

1.3.3.1 Extragéo e purificagdo de DNA gendmico de H. seropedicae

H. seropedicae foi cultivado em meio NFbHPN e as células coletadas por
centrifugacdo a 12.000 xg por 1 minuto. A massa de células foi ressuspendida, por
agitacdo em “vortex”, em tampao GET (50 mmol/L glicose, 25 mmol/L Tris-HCI pH 8,0;
10 mmol/L EDTA pH 8,0). As células foram lisadas por tratamento com lisozima 100
pMg/mL a 37 °C por 20 minutos e por adicdo de SDS 1% seguido de incubacédo a
temperatura ambiente por cinco minutos. O material foi incubado com Proteinase K 200
pg/mL a 37 °C por 12 horas e a mistura foi centrifugada e o sobrenadante coletado foi
extraido sequencialmente uma vez com fenol equilibrado, uma vez com
fenol:cloroformio (1:1) e duas vezes com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). O DNA
gendmico foi precipitado pela adicdo de 2 volumes de etanol 96%, lavado com etanol

80%, seco e ressuspendido em agua ultra pura estéril.

1.3.3.2 Reacgédo em cadeia da DNA polimerase (PCR)

O sistema de reacao (20 L) foi composto de: 1-5 ng/mL de DNA genémico de H.
seropedicae, 0,5 pmol/uL de cada primer, 0,2 mmol/L de dNTPs, tampéo de reagéo
contendo 20 mmol/L (NH;)>SO,4 ou 50 mmol/L KCI,1,5 mmol/L de cloreto de magnésio e
0,3 pL de Tag DNA Polimerase (5 U/pL). A amplificagcdo foi realizada com o seguinte
programa de 30 ciclos: 30 segundos a 94 °C, 30 segundos para anelamento e 45
segundos a 72 °C para a extensdo. A principio, a amplificacdo dos genes e regides
promotoras selecionados foi realizada utilizando uma curva de temperatura de 45 a 65
°C para o anelamento dos oligonucleotideos iniciadores.
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Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes phbF e
phaP1 para a expresséao e purificacdo das proteinas estédo listados no quadro 5. Para a
amplificacdo das regides promotoras destinadas aos estudos in vitro e in vivo foram

utilizados os oligonucleotideos listados no quadro 6.

QUADRO 5 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificagcdo dos genes alvo

Oligonucleotideo ORF Sequéncia Sitio de
Restricao
phbF/F Hsero2997 5 GACTGGACTTCATATGACTACTGC 3 Ndel
phbF/R Hsero2997 5 CAACAGGATCCGGCAGAATG & BamHI
phaP/F Hserol639 5 GGATGTTTCCATATGACGACCTAC 3° Ndel
phaP/R Hsero1639 5 GGCGCAGGATCCAATTACTTG & BamHI

* F: oligonucleotideo 5’, R: oligonucleotideo 3’. Os sitios de restricao introduzidos estéao
sublinhados.
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QUADRO 6 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo das regifes

Fluor-6FAM/F
Fluor-VIC/R

5-GTTGTAAAACGACGGCCAGT-3"

5-TTCACACAGGAAACAGCTATGAC-3

promotoras
Oligonucleotideo ORF Sequéncia Sitio de
Restricao
PphaP1/F Hsero1639 5" AGATCTCACACCACACTCTCG 3° Balll
PphaP1/R Hsero1639 5 CTGCAGCGGAAAATTGCTC 3° Pstl
PphbC/F Hsero2999 5 CTGAGTTTCTGGATCGAAGG 3°  ---------
PphbC/R Hsero2999 5" GGATCCGGGATTGGAATTG 3° BamHI
Pphaz/F Hsero0639 5 CGATGTCTTCCTCGAAGGAG 3 -
Pphaz/R Hsero0639 5 CTGCAGTAGTTCTGGTAGAGC 3 Pstl
PphaC/F Hsero2625 5 ATTGTCTTCACCGACCATGC 3° -
PphaC/R Hsero2625 5" CTGCAGTTCTTGCGGTTGATC 3° Pstl
PHsero0262/F Hsero0262 5 TCTAGATGAGCAAGCCATTGG 3° Xbal
PHsero0262/R Hsero0262 5 CTGCAGGTCCGGAATAGTAC 3° Pstl
PdksA/F Hsero2404 5  AGATCTATCATGGGCATGCTC 3° Bglll
PdksA/R Hsero2404 5 TCTAGACCAGCTGTTGTGTC 3° Xbal
PfadB/F Hsero0254 5 TCTAGAATCGGCGACAAGGTC 3° Xbal
PfadB/R Hsero0254 5 CTGCAGATGAAATTGGACACGC 3 Pstl
PphaB/F Hsero3315 5 AGATCTCCGTCTCATCATCGAG 3° Bglll
PphaB/R Hsero3315 5 TCTAGACCGCTGATGAAGACG 3° Xbal
Pphaz/F Hsero1622 5 GCGACATCAACACCTATCCG 3° =
Pphaz/R Hsero1622 5 CTGCAGTCGGGTTCAGAAACG 3° Pstl
PphbF/F Hsero2997 5  GGATCCTTCGGACTTCTCCC 3° BamHI
PphbF/R Hsero2997 5 ATGCATGCGATTGGGGTATTTC 3° Nsil
PphbF_foot/F Hsero2997 5" TTCGGACTTCTCCCTCAACG 3 -
PphbF_foot/R Hsero2997 5 TTGATCTTGCCCTCTCCTTG 3* --——--

* F: oligonucleotideo 5, R: oligonucleotideo 3’. ORF: cddigo do gene anotado no
genoma de H. seropedicae. Os sitios de restricdo introduzidos estédo sublinhados.
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Todos os fragmentos amplificados foram em seguida clonados no vetor pCR®2.1

e confirmados por sequenciamento.

1.3.3.3 Clonagem em vetor de expresséao

Os genes phbF e phaP1 foram subclonados nos vetores pET-28a(+) e pET-
29a(+) nos sitios de restricdo Ndel e BamHI. Estes vetores permitem a superexpressao
dos genes alvo utilizando o promotor do fago T7. A expressao a partir do vetor pET-
28a(+) permite expressar a proteina alvo fusionada a uma cauda contendo seis
residuos de histidinas consecutivos importantes para o processo de purificacdo. O vetor
pET-29a(+) permitiu expressar a proteina alvo desprovida de fusédo traducional. Estes

vetores permitem ainda controlar a expressao utilizando como indutor o IPTG.

1.3.3.4 Clonagem em vetor contendo o gene repérter lacZ

Os vetores pMP220 e pPW452 foram utilizados para os estudos de expressao
dos genes phbF e phaPl in vivo. Estes vetores possuem o0 gene repérter lacZ
desprovido de promotor. A clonagem de regides promotoras de interesse permitem
observar a expressdo génica como uma medida indireta da atividade da proteina [3-
galactosidase descrita na secdo 1.3.6.2.

As regibes promotoras dos genes phbF, contendo 353 pb incluindo 54 pb da
regido codificadora, e phaP1, contendo 381 pb incluindo 28 pb da regido codificadora,
foram clonadas no vetor pMP220 resultando nos plasmideos denominados pKADOS5 e
pKADOS (Quadro 4).

1.3.3.5 Minipreparacao de plasmideo por lise alcalina
A extracdo dos plasmideos das células de E. coli foi realizada pelo método de

lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Os plasmideos purificados foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (SAMBROOK et al., 1989).
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1.3.3.6 Sequenciamento de DNA

A reacdo de sequenciamento foi realizada segundo o método de Sanger
(SANGER & COULSON, 1977), onde os dideoxynucleotideos foram utilizados como
terminadores de cadeia. O sistema de reacao foi constituido de aproximadamente 0,5
Mg de DNA de fita dupla, 2 pmol de oligonucleotideo iniciador, 3 uL de ET terminador
mix (Sequencing Reagent Premix - DYEnamicTM ET Dye Terminator Cycle
Senquencing Kit, GE HealthCare) que contém os cromoéforos fluorescentes como
terminadores de cadeia e &gua ultra pura suficiente para 7,5 yL. O sistema foi
amplificado em termociclador utilizando a seguinte sequencia de temperaturas por 30

ciclos:

Temperaturas Tempo
95 °C 1 minutos
94 °C 30 segundos
X 90 segundos
60 °C 1 minuto

* X: temperatura de anelamento diferente para cada oligonucleotideo.

A seguir o produto das reacdes foi transferido para um novo tubo contendo 2 uL
de acetato de amonio (7,5 mol/L) e 60 uL de etanol absoluto para a sua purificacéo.
Apos precipitagdo, a amostra de DNA foi centrifugada a 12.000 xg por 20 minutos,
lavada uma vezes com etanol 80% e secada. O DNA foi ressuspendido em 4 pL de
Formamide Loading Dye (Applied Biosystems), desnaturado por 2 minutos a 96 °C e
aplicado no gel do sequenciador automatico de DNA ABI-PRISM 377 (Applied

Biosystems).
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1.3.3.7 Clivagem do DNA com enzimas de restricéo

O sistema de restricdo foi composto das enzimas apropriadas, tampéo de reacao
e DNA purificado, sendo em seguida incubado em temperatura e tempo sugeridos pelo

fabricante.

1.3.3.8 Ligacao DNA inserto ao vetor

A reacéo de ligacao foi composta de: 2 pl de vetor (aproximadamente 50 ng/uL);
10 pL de inserto (aproximadamente 100 ng/uL); 2 gL de tampéao para a enzima T4 DNA
Ligase (10X) e 0,5 U de T4 DNA Ligase, para um volume final de 20 pL. A reacgéao foi
incubada a 4 °C durante um periodo de 12 horas. O produto de ligacéo foi introduzido
por choque elétrico ou térmico na estirpe E. coli TOP10, conforme item 1.3.3.9, e os

transformantes foram selecionandos pela resisténcia a antibiético(s).

1.3.3.9 Eletroforese de DNA

Eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agarose em cuba horizontal
como descrito por SAMBROOK et al. (1989). O DNA separado em gel foi tratado com
brometo de etideo (0,5 pg/mL) e o perfil eletroforético foi registrado utilizando

transluminador de luz ultravioleta com sistema de video-imagem acoplado (UVP).

1.3.3.10 Transformacgéo bacteriana

3.3.10.1 Transformacgéo por eletroporagéo em E. coli

DNA plasmidial foi transferido para células de E. coli tornadas eletrocompetentes
conforme protocolo do fabricante do eletroporador Cell-Porator Voltage Booster (Gibco-
BRL-Invitrogen), com modificagdes.

Uma cultura saturada de E. coli foi adicionada a 100 mL de meio SOB na

proporcao de 1:100. A cultura foi mantida sob agitacdo (130 rpm) a 37 °C até atingir
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D.0.s00 de aproximadamente 0,5. A cultura foi mantida entdo em gelo por 30 minutos.
Em seguida, as células foram coletadas por centrifugacdo a 5000 xg por 5 minutos a 4
°C e lavadas duas vezes com agua ultrapura estéril gelada e uma vez com glicerol 15%
estéril gelado. Em seguida foram ressuspendidas em 100 uL de glicerol 15%,
separadas em aliqguotas de 35 pL e estocadas a -70 °C ou transformadas
imediatamente.

Para a transformacéo por eletroporacao, 35 pL de células competentes e 1 pL de
solucéo de plasmideo (5 ng - 0,5 pg/uL) foram misturados e transferidos para uma
cubeta de eletroporacao. O aparelho foi ajustado para a aplicacdo do choque elétrico
numa diferenca de potencial de 16 a 21 Kv/cm e um campo elétrico de 4 kQ/330 yF a
camara de eletroporacdo, com tempo de pulso de 6 a 10 ms. ApGs a aplicacdo deste
processo, as células de E. coli foram inoculadas em 1 mL de meio SOC, para
recuperagdo, por 60 minutos a 37 °C e 130 rpm. Em seguida, foram espalhadas em
meio LA (contendo os antibioticos necessarios para a selecdo dos clones) e incubadas

a 37 °C durante um periodo de 12 horas.

1.3.3.10.2 Tranformacéo por choque térmico em E. coli

O preparo das células de E. coli competentes ao choque térmico foi realizado
segundo CHUNG e colaboradores (1989). Uma cultura saturada de E. coli foi
reinoculada em 10 mL de meio LB na proporcdo de 1:100. A cultura foi mantida sob
agitacao (130 rpm) a 30 °C até atingir D.0.s00 entre 0,3-0,4. A cultura foi centrifugada a
5000 xg por 1 minutos a 4 °C e o pellet celular ressuspendido em 1 mL da solugéo TSS

filtrada e gelada. Esta solug&o possui a seguinte composi¢ao:

PEG 3350 ou 8000 10% (massa/vol)

DMSO 5% (vol/vol)
MgSO, ou MgCl, 20-50 mM Mg*
Em LB, pH 6,5
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A solucédo de células foi separada em aliquotas de 100 pL, misturada a 1 pL de
solucédo de plasmideo (5 ng - 0,5 pg/uL).

A transformacéo foi realizada incubando-se a mistura por 30 minutos em gelo, 45
segundos a 42 °C em banho-maria e 2 minutos em gelo. Apos o choque térmico, as
células foram recuperadas em 0,9 mL de meio LB por 60 minutos a 37 °C. Em seguida,
foram espalhadas em meio LA (contendo os antibiéticos necessarios para a selecao

dos clones) e incubadas a 37 °C durante um periodo de 12 horas.

1.3.3.11 Transferéncia de DNA plasmidial por conjugacao bacteriana biparental

Plasmideos contendo as fusdes transcricionais phbF::lacZ e phaPl:lacZ foram
transformados em E. coli S17.1. As estirpes H. seropedicae SmR1 (receptora) e E. coli
(doadora) foram cultivadas por 12 horas em meio NFbHPN e LB, respectivamente, a
partir de culturas saturadas. Em seguida, 1 mL da cultura de H. seropedicae SmR1 foi
centrifugado a 2.000 xg por 30 segundos e o pellet celular ressuspendido em 100 pL de
meio NFbHPN. Esta solu¢cédo de células foi misturada com 50 uL da cultura de E. coli
S17.1 contendo o plasmideo desejado e depositada em forma de gota em meio
LA/NFbHPN na propor¢céo de 1:3, na auséncia de antibiéticos e incubada a 30 °C por
12h. A massa celular foi raspada da placa e ressuspendida em 1 mL de meio NFbHPN
sendo em seguida submetida as diluicbes de 1:100 e 1:1000. As diluicbes foram
espalhadas em meio NFbHPN contendo os antibiéticos adequados e as placas foram

incubadas a 30 °C.

1.3.4 Métodos de expressao e manipulacéo de proteinas

1.3.4.1 Determinacé&o das condi¢cdes de expressao

Os plasmideos recombinantes obtidos foram transformados na estirpe de E. coli

BL21 (DE3) destinada a expressdo. Trés colbnias de E. coli contendo o plasmideo de
interesse foram inoculadas em 3 mL de meio LB com os antibioticos adequados, e
cultivadas a 37 °C por 12 horas a 130 rpm. Cem microlitros deste cultivo foram re-
inoculados em 10 mL de meio LB (proporgéo 1:100) e incubados a 37 °C e 130 rpm, a
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fim de se obter um cultivo celular com D.O.gponm €entre 0,4 e 0,5. A partir desta fase
foram variadas as condicbes de expressdo quanto a temperatura (20, 30 e 37 °C),
periodo de expressédo (3h ou 12h) e tipo indutor (1 mmol/L de IPTG ou 14 mmol/L de
lactose). A lactose € um indutor que pode ser utilizado, no lugar do IPTG, com o
objetivo de aumentar a solubilidade de proteinas durante a expressdo (MONTEIRO et
al., 2000). Ap6s a expressao, as culturas (10 mL) foram centrifugadas a 7.000 xg
durante 5 minutos a 4 °C, o meio de cultura foi descartado, e o pellet celular foi
ressuspendido em 400 pL de tampédo de ressuspensao. Neste tampao foram variadas
as concentragbes e os tipos de sal, diferentes tipos de tampbes e presenca de
determinados detergentes quando necessario. Uma aliquota de 20 uL da fracdo bruta
foi estocada para posterior analise em gel SDS-PAGE. O restante da fracdo bruta foi
submetido a lise celular no aparelho Ultrasonic Processor XL Heat Systems. A
sonicacdo foi realizada em 8 ciclos de 20 segundos, alternando-se iguais periodos de
repouso em gelo. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 xg durante 15
minutos para a separacdo das fragcBes sollvel e insolavel. A fracdo insolavel foi

ressuspendida em tampéao de ressuspensédo com igual volume ao da fracao soluvel.

1.3.4.2 Anédlise de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras protéicas foram analisadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970) ou em gel nativo na auséncia de
SDS. As proteinas foram visualizadas apés a coloracdo por Coomassie Blue
(LAEMMLLI, 1970), sendo em seguida foto-documentadas no aparelho UVP-Biolmaging

Systems.
1.3.4.3 Determinacé&o do grau de pureza das proteinas
Para avaliar o grau de pureza das proteinas superexpressas e purificadas, uma

amostra foi submetida a eletroforese SDS-PAGE. O gel foi corado com Coomassie Blue

e submetido a analise densitométrica no aparelho Personal Densitometer SI —
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Molecular Dynamics. A imagem do gel foi capturada e armazenada pelo programa Scan
Control. A pureza foi determinada por densitometria pelo programa ImageQuantTM.

1.3.4.4 Anélise espectrométrica de massa das proteinas expressas

A confirmacdo da identidade das proteinas pelo método MALDI-TOF/MS foi
realizada como descrito por WESTERMEIER & NAVEN (2004) com adaptacoes.

1.3.4.4.1 Tratamento das amostras por digestéo triptica

A banda correspondente a proteina de interesse foi recortada do gel e o corante
Coomassie removido utilizando a solucdo descolorante (75 mmol/L de bicarbonato de
amonio e 40% etanol). O gel foi em seguida desidratado utilizando uma solucdo de
acetonitrila 100%. A proteina aprisionada no gel foi digerida com uma solucdo de
tripsina (10 pg/mL) e incubada por 20 minutos em gelo. O gel foi em seguida coberto
com solucdo tampdo contendo 40 mmol/L de bicarbonato de amdénio e 10% de
acetonitrila e incubado por 12h a 37 °C. 2 pyL de amostra foram misturadas a igual
volume de solucdo contendo a matriz CHCA (Acido a-ciano-4-hidroxicinamimico) e
aplicada sobre uma placa metélica. A anéalise dos peptideos foi realizada pelo método
MALDI-TOF/MS (Espectrometria de Massas de lonizacédo a Laser com Tempo de V60)
no espectrobmetro de massa Bruker Daltonics Inc., no modo refletor positivo. A
calibracéo do aparelho foi realizada utilizando-se uma mistura de padrdes de peptideos
(Bruker Daltonics Inc.). Apés a analise de cada amostra foram gerados espectrogramas

gue foram visualizados utilizando o programa Flexanalysis (Bruker Daltonics Inc.).

1.3.4.4.2 Identificacdo das proteinas

A identificagdo das proteinas foi realizada através do programa Aldente
(http://www.expasy.org/tools/aldente/), que utiliza os bancos de dados do Swiss-Prot e
do TrEMBL, e do programa Protein Prospector v. 4.0 (http://prospector.ucsf.edu/) que
utiliza o banco contendo dados dos peptideos provenientes da digestao triptica in silico
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de todas as ORFs anotadas do genoma de H. seropedicae. Foram utilizados os valores

dos picos monoisotépicos referentes & m/z para a submissédo nos bancos de dados.

1.3.4.5 Purificacédo das proteinas de H. seropedicae

A purificagdo das proteinas alvo foi realizada por cromatografia de alto
desempenho (HPLC) no cromatdgrafo Akta Basic (GE HealthCare). Para cada
purificacdo as solucdes foram cuidadosamente degaseificadas utilizando sistemas de
vacuo. As proteinas alvo foram purificadas na forma fusionada a cauda de histidinas.

A fracdo soluvel do extrato celular foi coletada e submetida a cromatografia de
afinidade. A coluna de purificacdo utilizada foi a Hi-Trap Chelating (GE Health Care),
carregada manualmente com solucéo de Ni (100 mmol/L de acetato de ambnio pH 4,0 e
100 mmol/L de cloreto de niquel) e em seguida acoplada ao equipamento. A solucéo de
proteinas foi injetada, num fluxo de 1 mL/min, na coluna Hi-Trap Chelating (1 mL ou 5
mL) equilibrada com 3 VC de tampé&o A contendo 10 mmol/L de imidazol, tampéo e sal
apropriados para cada proteina. A proteina foi eluida utilizando um gradiente continuo
de 10 a 1000 mmol/L de imidazol equivalente a 20 VC. As amostras foram coletadas em
aliqguotas de 1 mL. Amostras de 10 yL das fracdes obtidas e correspondentes ao pico
no cromatograma foram coletadas para analise em gel SDS-PAGE. As fracbes que
apresentaram maior pureza foram reunidas e dialisadas contra 1 L de solucdo de troca.

A dialise foi realizada a temperatura de 4 °C por 12 horas.

1.3.4.6 Quantificacdo da concentracédo protéica

As protéinas foram quantificadas pelo método de BRADFORD (1976) ou
utilizando o coeficiente de extingdo molar (PACE et al., 1995) no caso da proteina
purificada.

Pelo método de Bradford, o sistema foi composto de 170 pL de solu¢do corante
(100 mg de Coomassie Blue G-250; 50 mL de etanol 95% e 100 mL &cido fosférico

85%) e 30 pL de amostra. Esta solucdo foi homogeneizada e sua absorbancia a 595 nm
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medida. A curva padrao foi determinada utilizando albumina de soro bovino (BSA) como
padréo.

Pelo coeficiente de extingdo molar, uma aliquota (1 yL) da solucdo de proteina
foi diluida inicialmente 100X em tampé&o de purificacdo (50 mmol/L de Tris-HCI pH 7,5,
100 mmol/L de NaCl e 0,05% de TritonX-100) e a sua absorbancia a 280 nm foi
medida. O valor de absorbancia foi aplicado na formula (C=A/¢g), onde “C” corresponde
a concentragcdo molar protéica, A corresponde a absorcao a 280 nm e € corresponde ao
valor do coeficiente de extincdo molar. O valor de ¢ foi obtido pela submissdo da
sequéncia de aminoacidos da proteina alvo ao programa Protparam, disponivel no site
do EXPASY (www.expasy.ch/tools/protparam.html). Esta fungéo foi utilizada tanto para
a determinacdo da concentracdo molar quanto para a determinacdo da concentracao

em mg/mL.

1.3.4.7 Concentracédo das proteinas por ultrafiltracdo

As proteinas foram concentradas por ultrafiltracdo utilizando tubos do tipo
Centricon (Millipore) com limite de excluséo de 10 kDa. Amostras entre 2 e 10 mL foram
transferidas para os tubos e submetidas a ciclos centrifugacfes de 7.500 xg por 10

minutos até atingir o volume final desejado.

1.3.5 Métodos in vitro de caracterizagcdo de proteinas

1.3.5.1 Ensaio de ligacéo das proteinas PhbF e PhaP1 ao PHB

As proteinas alvo purificadas foram testadas quanto a sua atividade de interacao
com PHB na sua forma cristalina purificada. O ensaio de interacdo foi baseado nos
protocolos propostos por MIYAZAKI e colaboradores (2002) e POTTER e colaboradores
(2004).

As reacdes de ligacdo das proteinas alvo (PhbF e PhaPl) ao PHB foram
realizadas em um volume final de 100 uL contendo: 25 pg de proteina purificada, 1 mg
de PHB, 50 mM Tris-HCI pH 7,5. A reacgao foi incubada a 37 °C por 10 minutos. Em

seguida a solucéao foi centrifugada a 10.000 xg por 1 minuto e a solucéo foi reservada
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para posterior analise. O material sedimentado foi lavado duas vezes com 400 pL de
solugéao contendo 50 mM Tris-HCI pH 7,5. A atividade de ligagdo ao PHB foi observada
pela permanéncia da associacdo apds estas lavagens. As proteinas associadas ao
PHB foram dissociadas por adicdo de 20 pyL de tampéo contendo 2% SDS, 10%
glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 0,0625 M Tris-HCI pH 6,8 e 5% [B-mercaptoetanol.
As fracOes reservadas foram analisadas por SDS-PAGE 12%. Como controle foi
utilizado uma fracdo contendo s6 o PHA que mostrou a auséncia de proteinas
previamente associadas. Outro controle utilizado foi BSA na mesma concentracdo das
proteinas PhbF e PhaP1.

1.3.5.2 Ensaio de retardamento eletroforético de banda em gel

As regides promotoras selecionadas (1.3.1.1) e relacionadas ao metabolismo de
PHAs foram amplificadas utilizando os oligonucleotideos Fluor-6FAM/F e Fluor-VIC/R
(Quadro 6) marcados em suas extremidades 5 com as sondas fluorescentes FAM e
VIC. As reacdes de amplificacdo utilizaram como molde as regibes promotoras
clonadas no vetor pCR2.1. Para alguns ensaios, as regides promotoras dos genes phbF
e phaP1l foram amplificadas utilizando oligonucleotideos especificos sendo um deles
marcado radioisotopicamente utilizando [**P]y-ATP por acdo da enzima T4
polinucleotideo quinase (SAMBROOK et al.,, 1989). Os ensaios de ligacdo ao DNA
foram realizados em 10 uyL contendo 20 nmol/L de DNA marcado, 100 ng de DNA de
timo de bezerro e quantidades crescentes de proteina purificada em tampéao de ligacéao
(20 mmol/L de Tris-HCI pH 7,5, 80 mmol/L de NaCl, 1 mmol/L de EDTA, 10 mmol/L de
B-mercaptoetanol e 5% (m/v) de glicerol). A incubacéo foi conduzida por 5 minutos a 30
°C. O complexo DNA-proteina foi separado do DNA livre em eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicdo nativa 8% (acrilamida/bisacrilamida 29:1 (m/m)) em 2X
TAE). O DNA fluorescente foi observado por excitagdo com luz UV (254 nm) e o DNA
marcado com [**P] foi detectado utilizando o sistema Phosphorlmager e registrado com
o scanner STORM. As constantes de dissociacdo (Kd) da proteina PhbF utilizando os
promotores phbF e phaPl marcados com [**P] foram estimadas medindo-se a
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concentragdo proteica correspondente a 50% de formac@o do complexo DNA-proteina
com base na analise densitométrica das autoradiografias.

1.3.5.3 Ensaio de protecéo de digestao pela DNase |

Um fragmento de 325 pb contendo parte da regidao promotora do gene phbF foi
amplificado a partir do DNA gendmico extraido de H. seropedicae SmR1 utilizando os
oligonucleotideos PphbF_foot/F e PphbF_foot/R marcado previamente com [*P]
(Quadro 6) (SAMBROOK et al., 1989). O DNA marcado foi purificado utilizando o kit
Wizard (Promega) e incubado com PhbF em 50 mmol/L de Tris-Acetato pH 8, 10
mmol/L de KCI, 0,8 mmol/L de acetato de magnésio e a 30 °C por 5 minutos. Para a
hidrolise parcial, 1 U de DNasel (Invitrogen) foi adicionada e a reacéo foi incubada a 30
°C por 1 minuto. Em seguida a reagéo foi interrompida por adicéo de 0,2 volume de 500
mmol/L de EDTA e o sistema aquecido a 80 °C por 5 minutos. O produto da reacao foi
precipitado na presenca de tRNA de levedura (0,5 mg/mL) e etanol 96% a -80 °C por 1
hora. A amostra seca foi ressuspendida em 6 pL de tampdo contendo 47% de
formamida (v/v), 10 mmol/L de EDTA, 0,05% azul de bromofenol (m/v), 0,05% de xileno
cianol (m/v). A mostra foi em seguida desnaturada a 80 °C por 5 minutos e aplicada em
gel de poliacrilamida desnaturante de sequenciamento 6% (contendo 8 mol/L de uréia)
em TBE 1X. A regido promotora do gene phbF foi sequenciada utilizando o kit T7
sequencing (GE Healthcare). As autoradiografias foram obtidas utilizando o sistema
Phosphorimager e registradas utilizando o scanner Storm. O perfil densitométrico foi
analizado utilizando o programa ImageQuant v. 5.2 (Molecular Dynamics).

1.3.6 Métodos in vivo de caracterizagdo das proteinas alvo
1.3.6.1 Imunodetecc¢éo
1.3.6.1.2 Preparo das amostras
Para seguir a expressao das proteinas PhbF e PhaP1 ao longo do crescimento

celular assim como a mobilidade das mesmas do citoplasma para os granulos de PHB,
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H. seropedicae SmR1 foi cultivado em meio NFbHPN (100 mL) a partir de uma D.O.gg0
inicial de 0,01. A partir das 4 horas de crescimento, 10 mL de cultura foram coletados a
cada 2 horas e as células separadas por centrifugacdo a 5.000 xg por 10 minutos. O
pellet celular foi ressuspendido em 300 pL de tampéo contendo 50 mM Tris-HCI pH 8,0
e 100 mM NaCl e 100 pL da amostra foram reservados. Os demais 200 pL foram
submetidos a lise celular pelo método de sonicacéo utilizando 8 ciclos de 20 segundos,
alternando-se com o mesmo periodo de repouso em gelo. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 12.000 xg durante 15 minutos para a separacao da fracao de
proteinas solaveis. O pellet contendo proteinas insolUveis e proteinas agregadas aos
granulos de PHB foi ressuspendido em 200 pL de tampéo de amostra (2% SDS, 10%
glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 0,06 mol/L Tris-HCI pH 6,8 e 5% B-mercaptoetanol).
A amostra equivalente as proteinas totais e solluveis foram tratadas com NaOH a uma
concentracéo final de 0,1 mol/L por 30 minutos e a concentracdo protéica determinada
pelo método de Bradford.

As amostras protéicas foram separadas em gel do tipo SDS-PAGE 12%

utilizando 5 pg de proteina por poco.

1.3.6.1.3 Transferéncia de proteinas e tratamento das membranas

Apos a corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas para membranas de
fluoreto de polivinilideno (PVDF Hybond P — GE Healthcare) utilizando um sistema de
transferéncia do tipo semi-seco.

As membranas de PVDF foram ativadas por 10 segundos em metanol, lavadas
por 5 minutos em agua e incubadas juntamente com o0s géis em tampao de

transferéncia (pH 7,6) por 10 minutos. Este tamp&o possui a seguinte composi¢ao:

Tris 1,51 g/L
Glicina 9,37 g/L
Metanol 10% (v/v)
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A placa de anodo foi coberta com 4 camadas de papel filtro embebidas em
tampéo de transferéncia, seguido da membrana de PVDF, do gel e mais 4 camadas de
papel filtro. A placa do catddo foi colocada sobre as folhas de filtro e conectada ao
sistema. A transferéncia foi realizada utilizando uma voltagem maxima de 20 V e um
minimo de 100 mA por gel durante 1 hora. As membranas foram bloqueadas por 12
horas em tampdo TBS contendo 5% de leite em p6 desnatado. O tampdo TBS possui a

seguinte composicao:

Tris 12,1 g/L (pH 7,6)
NaCl 40 g/L

A membrana foi lavada duas vezes durante 10 minutos com tampao TBST (TBS
+ 0,1% Tween 20) e uma vez com tampao TBS. A incubacdo com anticorpo primario foi
realizado em 10 mL de solucdo de leite em pd desnatado (5%) utilizando uma diluicao
de 1:25000. Os anticorpos policlonais para as proteinas PhbF e PhaP1 foram obtidas
por imunizacdo de coelhos, foram comprados da empresa Célula B - Desenvolvimento
de Anticorpos (UFRGS). Para diminuir o reconhecimento inespecifico de proteinas,
extrato bruto de proteinas de E. coli BL21 (DE3) a uma concentracdo final de 100
pg/mL foi também adicionado a solucdo. O sistema foi incubado a temperatura
ambiente e sob agitacéo durante 1 hora.

Apos a incubacdo com anticorpo primario, as membranas foram lavadas duas
vezes durante 10 minutos com tampao TBST (TBS + 0,1% Tween 20) e 1 vez com
tampao TBS. As membranas foram em seguida incubadas em 10 mL de solucdo de
leite em pdé desnatado (5%) contendo anticorpo secundario (anti 1IgG de coelho
conjugado com a enzima peroxidase — GE Healthcare) a uma diluicdo de 1:5000 e
mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. Ap6s 5 lavagens com
tampao TBST, as membranas foram secadas e submetidas a revelag&o utilizando o kit

ECL (GE Healthcare) e a imagem registrada no sistema de foto documentacéao UVP.
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1.3.6.2 Determinacdao da atividade de B-galactosidadase

A atividade de B-galactosidase em células de E. coli ET8000 e H. seropedicae
SmR1, cultivadas respectivamente nos meios minimo M9 e NFbHPN, foi determinada
segundo MILLER (1990).

O sistema de reacédo foi composto de 900 uL de tampéo Z, 20 pL de cloroférmio
e 100 pL de cultura que foi em seguida misturado e incubado por 5 minutos a 30 °C. O

tampéo Z completo possui a seguinte composicao:

Na,HPO4 60 mmol/L
NaH,PO4 40 mmol/L
KCI 10 mmol/L
MgSO4 1 mmol/L
B-mercaptoetanol 50 mmol/L
SDS 0,1% (m/v)
pH 7,0

A reacéo foi iniciada pela adicdo de 200 pyL do substrato ONPG (4 mg/mL) e
interrompida pela adicdo de 500 pL de Na;COs; (1 mol/L). As amostras foram
submetidas a leitura de absorbancia do o-nitrofenol (420 nm), turbidez da mistura (550
nm) e densidade celular (600 nm).

A atividade foi expressa em unidades Miller segundo a férmula:

onde t = tempo de reagdo (minutos) e v = volume de cultura (mL).

Nos ensaios em E. coli as atividades foram realizadas em triplicata de leitura
apos 8 horas de crescimento. Em H. seropedicae, a atividade foi seguida durante o
crescimento celular e os ensaios foram realizados em triplicata de leitura e em triplicata

bioldgica.
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1.3.7 Métodos de caracterizacao estrutural das proteinas alvo

1.3.7.1 Dicroismo circular

As medidas de dicroismo circular (CD) foram realizadas no espectropolarimetro
Jasco model J-810, localizado no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (Campinas-
SP). O espectro UV (200-260 nm) foi coletado utilizando as proteinas alvo a uma
concentracédo de 16,9 pumol/L (PhbF) e 41 umol/L (PhaP1) no tampéao de purificacdo a
25 °C. As cubetas de guartzo tinham um caminho 6ptico de 0,1 cm. Os dados foram
coletados com uma resolucdo de 0,5 nm e registrados com uma velocidade de 100
nm/min. Cada espectro resultou de uma média de vinte registros com uma resposta de
1s. Os dados correspondentes ao branco foram coletados usando somente o tampéao
da proteina. Cada espectro foi corrigido a linha de base e normalizado a [6] mrw (graus
cm? dmol™) de acordo com ADLER et al., 1973.

1.3.7.2 Determinacdo do estado de oligomerizacdo das proteinas

A massa molecular do oligbmero das proteinas em estudo foi estimada por gel
filtracdo na coluna Superose 12HR 10/30 (GE HealthCare). Esta coluna tem as
seguintes dimensodes: 1 cm de diametro, 30 cm de altura e 23,52 ml de volume total. A
eluicdo foi realizada no cromatdgrafo AKTA Basic System (GE HealthCare). A coluna foi
equilibrada com 3 VC de tampédo apropriado para cada proteina a um fluxo de 0,5
mL/min. Os padrbes proteicos utilizados foram: citocromo C (12,4 kDa), anidrase
carbbnica (29 kDa), albumina de soro bovino (BSA) (66 kDa), alcool desidrogenase
(150 kDa) e a-amilase (200 kDa) (GE Healthcare). ApGs a eluicdo dos padrdes e da
proteina em estudo (1 mg) foram determinados seus volumes de eluicdo e respectivas
constantes de particdo. Com estes dados, foi montado um grafico contendo as
informacdes de volume de particdo em funcdo do log da massa molecular de cada
proteina padrédo. A determinacdo da equacao de reta foi realizada por regressao linear

usando o programa Excel. As proteinas em estudo foram eluidas em seus respectivos
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tampdes e seus volumes de eluicdo foram registrados. A massa molecular foi estimada

pela interpolacédo da constante de particdo no grafico preparado anteriormente.

1.3.7.3 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

1.3.7.3.1 Introducéo a técnica

O espalhamento de raios-X a baixo angulo € um método que permite caracterizar
a conformacdo geral de proteinas ordenadas ou desordenadas de diferentes
conformacgdes e tamanhos em solucdo a uma resolucédo entre 50 e 10 A (FEIGIN &
SVERGUN, 1987; BERNADO & SVERGUN, 2011; PUTNAM et al., 2007). Esta técnica
apresenta-se como uma complementacdo dos métodos de alta resolucdo como
cristalografia de raios-X, limitada a producdo de cristais, e ressonancia magnética
nuclear (RMN) limitada ao tamanho da proteina (< 30 kDa). A técnica de SAXS pode
fornecer informacfes importantes sobre massa molecular, raio de giro, volume,
conformacdo geral, organizacdo espacial dos dominios proteicos e mudancas
estruturais relacionadas a funcdo (TREWHELLA, 1997; TSUTAKAWA et al., 2007).

O experimento consiste na exposicdo da solucdo de proteinas, acomodadas em
um capilar ou cubeta, a um feixe colimado de raios-X e cuja intensidade espalhada é
registrada em funcdo do angulo de espalhamento 28 por detectores bidimensionais. A
mesma medida é realizada apenas para o tampdo na qual se encontra a proteina
(BERNADO & SVERGUN, 2011). A subtracdo do espalhamento observado para a
solucdo de proteinas em relacdo ao tampéao resulta na informacédo de espalhamento
apenas da macromolécula. Esta diferenca deve ser superior a trés ordens de magnitude
para gerar dados com precisdo adequada para os estudos estruturais (PUTNAM et al.,
2007). Em solugéo, as proteinas apresentam um espalhamento radialmente isotropico e
proporcional ao espalhamento de uma uUnica particula média, calculada em relacdo a
todas as orientacbes adotadas aleatoriamente. Esta afirmativa € verdadeira para
sistemas monodispersos (FEIGIN & SVERGUN, 1987; BERNADO & SVERGUN, 2011).
A informacéo contida no padréo de espalhamento € submetida a uma meédia circular e a

intensidade é plotada em fungéo do vetor de espalhamento q ((41 sinB)/A) gerando uma
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curva de espalhamento. As unidades g tem uma relacdo inversa ao comprimento de
onda (g=2m/d) e fornecem informacao sobre a resolucdo dos dados (PUTNAM et al.,
2007).

A curva de espalhamento pode fornecer varias informacdes. A baixa resolucéo, o
plot de Guinier (In(l) vs. g%) mostra uma funcéo linear préxima ao angulo zero e cuja
inclinagdo é usada para calcular o raio de giro (Rg). Sendo o Rg a raiz quadrada do
guadrado das distancias médias de cada atomo em relagdo ao centro da particula. Este
parametro permite avaliar a forma, o tamanho e a compactacéo da particula em estudo
(GUINIER & FOURNET, 1955). Esta funcao pode ainda fornecer uma ferramenta para
monitorar a qualidade da amostra em termos de agregagdo. A maior resolucdo, a
intensidade de espalhamento é dependente do formato da macromolécula. As proteinas
estruturadas apresentam uma queda na intensidade em funcdo de q*, relacdo
conhecida como lei de Porods. A partir desta relacao € possivel deduzir o plot de Kratky
(9 x I(q) vs. q). Este plot possui padrées especificos que permitem avaliar se a proteina
esta estruturada, parcialmente desordenada e desnaturada (PUTNAM et al., 2007). A
informacéo global contida na curva de espalhamento pode ser submetida a operacéo
de transformada de Fourier para gerar a funcdo de distribuicdo de pares P(r). Esta
funcdo descreve todas as distancias entre os elétrons em uma proteina e permite a
reconstrucdo tridimensional através de modelos de envelope molecular denominados
ab initio (SVERGUN et al., 2001).

1.3.7.3.2 Descrigdo do experimento

Os dados de SAXS das proteinas PhbF e PhaP1 fusionadas a uma cauda de
histidinas foram coletados utilizando a linha de luz SAXS1 (A, 1,488 A) no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron utilizando um detector 2D (Pilatus-Dectris). O experimento
foi realizado a 25 °C com uma distancia amostra-detector de 1534,5 mm que permitiu
registrar os dados em um intervalo de 0,009 < q < 0,22 A™*. As concentracdes proteicas
utilizadas foram 5, 2,5 e 1 mg/mL com um tempo total de exposi¢cdo de 150 segundos.
Os dados foram escalonados em relacdo as variagcdes na intensidade do feixe e

subtraidos da radiacdo de fundo e do espalhamento do tampé&o utilizando o programa
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FIT2D (HAMMERSLEY, 1997). O raio de giro foi avaliado segundo o método de Guinier
e a funcao de distribuicdo de distancias p(r) foi calculada utilizando o programa GNOM
(SVERGUN, 1992). A massa molecular experimental foi determinada pelo programa
SAXS MoW (FISCHER et al., 2010). Vinte modelos de envelope molecular de baixa
resolucao foram gerados utilizando o programa DAMMIF (FRANKE & SVERGUN 2009).
Os modelos gerados foram alinhados e um mapa de probabilidades foi calculado pelo
programa DAMAVER (VOLKOV & SVERGUN, 2003).

1.3.7.4 Anélise da adesdo da proteina PhaP1l ao PHB por Microscopia de forca
atomica (AFM)

1.3.7.4.1 Introducao atécnica

AFM ou microscopia de forca atbmica é uma técnica que permite mapear as
superficies dos materiais quanto a sua topografia, elasticidade e plasticidade. Nesta
analise, a superficie é varrida em linhas paralelas por uma sonda que mede as
interacdes locais do tipo van der Waals (BINNING, 1986; SANTOS & CASTANHO,
2004). A sonda de dimensdes nanométricas € presa a um braco flexivel (cantilever)
reponsavel pela transmissio do sinal. A medida que a sonda percorre a superficie da
amostra ocorre a deflexdo e ou torcdo do cantilever que é detectada por um feixe de
laser apontado na outra extremidade do mesmo. A reflexdo do laser é direcionada em
um fotodiodo que detecta os movimentos do cantilever e permite reconstruir uma
imagem bidimensional ou tridimensional da amostra. Esta deflexdo € proporcional a
forca de interacdo entre a sonda e a superficie (SANTOS & CASTANHO, 2004).

1.3.7.4.2 Descrigdo do experimento

1.3.7.4.2.1 Preparo do material

O substrato utilizado para a adesdo do polimero PHB foi o silicio (111) com

dimensdo média de 0,5 cm? pré-tratado por 10 minutos com solucdo &cida de
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H,0:H,0,:HCI (86:11:3) para a remoc¢ao de contaminagédo organica. Foi utilizada uma
solucdo de PHB 1% (m/v) comercial (Sigma) ou extraido de H. seropedicae (sec¢ao
1.3.2.4) solubilizado em cloroférmio a uma temperatura de 90 °C por 10 minutos. Um
volume de 50 uL foi depositado de forma estatica sobre o silicio utilizando o método de
spin coating onde o material foi submetido a uma rotacdo de 4000 rpm por 1 minuto.
Este material foi em seguida submetido a analise por microscopia de forca atémica.

A deposicao da proteina sobre o filme de PHB, previamente analisado por AFM,
foi realizada por deposicdo estatica de 50 pL de uma solucdo da proteina PhaP1
fusionada a uma cauda de histidinas (0,3 pg/mL) em tampéao de purificagdo (50 mmol/L
de Tris-HCI pH 7,5, 100 mmol/L de NaCl e 0,05% de TritonX-100) seguida de incubacgéo
a temperatura ambiente por 5 minutos. O material foi submetido a uma rotacédo de 4000
rpm por 1 minuto para a retirada das proteinas nédo adsorvidas ao polimero e submetida

a andlise por microscopia de forga atdmica.

1.3.7.4.2.2 Anédlise por AFM

Os dados foram coletados com um microscépio Shimadzu modelo SPM9500J3
situado no Departamento de Fisica (UFPR) com a colaboragdo do professor Dr. Paulo
César Camargo e a aluna de Doutorado Cecilia Fabiana da Gama Ferreira. O
equipamento foi operado em modo dindmico com uma frequéncia de 1,3 Hz a
temperatura e umidade ambientes. Um cantilever de silicio e raio de curvatura de 10 nm
(Nanosensor) foi utilizado nas analises e as imagens tratadas com o programa da
Shimadzu com o objetivo de retirar ruidos mecéanicos e corrigir a inclinagdo da ceramica
piezoelétrica. Em cada amostra trés regifes distintas foram analisadas e a dimensao
das estruturas correspondentes a proteina depositada resultou da média de trés

estruturas em uma mesma imagem.

49



1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Organizacdo dos genes envolvidos na biossintese de PHAs em H.
seropedicae SmR1

O genoma de H. seropedicae SmR1 (PEDROSA et al., 2011) foi pesquisado para
identificar os genes envolvidos no metabolismo de polihidroxialcanoatos. Segundo
MADISON & HUISMAN (2002) a organizacdo dos genes envolvidos na biossintese de
PHAs possui uma consideravel divergéncia e esta também foi observada em H.
seropedicae. Neste organismo 0s genes encontram-se espalhados pelo genoma como
pode ser observado na figura 8. Foi possivel localizar um provavel operon que reune 0s
genes phbC, phbB e phbF envolvidos respectivamente na sintese de PHB, na sintese
do mondémero 3HB e na regulacdo da expressdo génica. Dentre os treze genes
identificados encontram-se: duas polimerases de cadeia curta (phbC), duas polimerases
de cadeia média (phaC), duas B-cetoacil-CoA tiolase (phbA), duas acetoacetil-CoA
redutase (phbB), duas fasinas (phaP), duas depolimerases (phaZ) e uma proteina
regulatoria (phbF).

Quatro proteinas foram selecionadas para a expressado e estudos funcionais e
estruturais: PhbF, PhaPl1l, PhaCl e PhazZl. Em funcdo da impossibilidade de
solubilizagdo dos dois ultimos alvos, apenas PhbF e PhaPl foram estudadas em
detalhe. A fasina estudada foi denominada PhaP1 uma vez que existe mais um gene no
genoma de H. seropedicae SmR1 que codifica para outra fasina. Esta proteina foi
escolhida uma vez que é a mais expressa, com base no proteoma de referéncia deste
organismo (CHAVES et al., 2007).
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FIGURA 8 — Genes envolvidos na biossintese de PHAs em H. seropedicae SmR1
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O esquema mostra através das setas em cinza genes relacionados ao metabolismo de PHAs
em H. seropedicae. As setas indicam os genes e o sentido de transcricdo e os retangulos pretos
as regides promotoras estudadas neste trabalho. As ORFs estdo indicadas por numeros de
acordo com a anotacdo do genoma de H. seropedicae (numero de acesso no GenBank:
CP002039). phbA: acetil-CoA acetiltransferase; phbB: acetoacetil-CoA redutase; phbC: poli-
beta-hidroxialcanoato sintase; phaP: fasina; phaZ: poli-beta-hidroxialcanoato depolimerase;
phaB: 3-cetoacil-CoA redutase; phaC: poli(3-hidroxialcanoato) sintetase; phbF: proteina
regulatéria. Os demais genes vizinhos sdo: ackA: acetato quinase; dksA: DnaK supressora;

fadB: 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenase oxidoredutase; ntpA: dATP pirofosfohidrolase; pta:
fosfato acetiltransferase.
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1.4.2 Anélise in silico das proteinas PhbF e PhaP1 de H. seropedicae SmR1

As proteinas selecionadas para estudo possuem baixa identidade com proteinas
cujas estruturas tridimensionais ja foram resolvidas por métodos experimentais,
revelando-se assim importantes alvos para estudos. A proteina PhaP1 apresenta uma
identidade de 23% com a DNA metiltransferase Dnmt2 humana e a proteina PhbF uma
identidade de 28% com a proteina Dead-box de Drosophila vasa. A analise in silico foi
realizada submetendo as sequéncias de aminoacidos ao programa BlastP contra o
banco de dados de estruturas PDB (Protein Data Bank). Os resultados sugerem que as
proteinas estudadas possuem caracteristicas estruturais inéditas.

Simultaneamente aos estudos de identidade estrutural foram analisados o0s
dominios que compdem as proteinas alvo com o objetivo de inferir as possiveis
atividades desempenhadas (Figura 9). A proteina regulatéria PhbF é composta
basicamente por trés dominios, sendo dois (PHB_acc) na regido carboxi terminal
relatados como dominios importantes para a ligacdo da proteina ao PHB, enquanto o
dominio amino terminal (PHB_acc_N) esta envolvido na ligagcdo ao DNA. PhaP1 possui
um dominio (Phasin_2) conservado entre as proteinas que cobrem em maior propor¢ao
os granulos de PHB.

PhbF é uma proteina de 188 aminoacidos que possui maior identidade com a
proteina PhbF de Oxalobacteriacea bacterium IMCC9480 (84%). Quando comparada
as demais proteinas com atividade de regulacdo transcricional descritas na literatura,
encontra-se agrupada com a proteina repressora PhaR de Ralstonia eutropha H16
(Figura 10A). A maior similariadade foi verificada com esta proteina de 183 aminoacidos
(83% identidade e 90% de similaridade) e a menor para as proteinas PhaR de
Rhodobacter sphaeroides FJ1 (41% de identidade e 59% similaridade) (Figura 10B) e
Paracoccus denitrificans (37% de identidade e 56% similaridade). A similaridade entre
as proteinas PhbF de H. seropedicae e PhaR de P. denitrificans € restrita a regidao N-
terminal (Figura 10C) onde provavelmente encontra-se o motivo hélice-volta-hélice

relacionado a ligacdo ao DNA.
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FIGURA 9 — Andalise dos dominios conservados das proteinas PhbF e PhaP1 de H.
seropedicae SmR1
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Representacdo da arquitetura das proteinas selecionadas para os estudos estruturais.
A linha sequéncia representa a escala referente ao tamanho de cada proteina em
aminoéacidos. Na linha Superfamilia esta representada na forma de blocos a posi¢do da
regido conservada representativa de uma familia de proteinas especifica. A linha
dominio representa a regido da proteina que possivelmente possui um enovelamento
independente. A figura foi obtida com o programa BlastP.

PhaP1 é uma das duas fasinas de H. seropedicae com 187 aminoacidos que
possui maior identidade com a fasina de Collimonas fungivorans Ter331 (63%). Quando
comparada as demais fasinas descritas na literatura, PhaP1 encontra-se agrupada com
as quatro fasinas de R. eutropha H16 (Figura 11). A maior similaridade foi obtida com
PhaP de Cupriavidus necator N-1 (49% identidade e 65% de similaridade) seguida da
fasina 2 de R. eutropha H16 (49% identidade e 64% de similaridade).

As proteinas PhbF e PhaP1 possuem consideravel hidropaticidade, representada
por nameros negativos (Tabela 1), reflexo da hidrofobicidade destas moléculas

associadas com os granulos de PHB.

53



FIGURA 10 - Analise de similaridade da proteina PhbF de H. seropedicae SmR1

(A)

{ PhbF [H. seropedicae]
PhaR [R. eutropha H16]
PhbR [A. vinelandii]

—l: PhaR [P. denitrificans]
PhaR [R. sphaeroides]

PhaF [P. oleovorans]

— PhaQ [B. megaterium]

L—— PhaM[R. eutropha H16]

PhaD [P. putida]

(B)

Herbaspirillum
Ralstonia

Herbaspirillum
Ralstonia

Herbaspirillum
Ralstonia

Herbaspirillum
Ralstonia

MITARNSADRLIRKYPNRRLYDTQTSSYITLTDVRQLVLDNEEFTVVDAKSGDDLTRSIL
MATTRRGAERLIRKYPNRRLYDTQTSTYITLADVRQLVMDSEEFRVVDAKSGDELTRSIL

Woe e e N e e e e e e R e e e R R e e R R e R R e R R e R R e R e e

LOIILEEESHGVPMFSSGALSQIIRYYGHAMOGMMGNYLERNIQTFIDIQNKLAENSKGE
LOIILEEETGGVPMFSSAMLSQI IRFYGHAMOGMMGTYLERNIQAFIDIQNKLAENSKGL

R R R e e W R W e R e R R RO R R R e R R R W e .

YEGKPFSPEMWTQFMNVQGPMMQGMMSNY IEQSKNLFIQMQEQMQSQTRNMFGTFPEGNP
YSGETFSPDMWSQFMNMQGEMMQGMMSNY IEQSRNLEVQMQEQMQSQARNMFGTFPENQP

W e e e e e R e e R R R e e R e e e e e e R R R R R R R e R R R R R R R R R e

GAGPDQKEK 188
-—-—--DERRK- 183

- .

60
60

120
120

180
180

(©)

Herbaspirillum
Paracoccus

Herbaspirillum
Paracoccus

Herbaspirillum
Paracoccus

Herbaspirillum
Paracoccus

MTTAKNSADRLIKKYPNRRLYDTQTSSYITLTDVKQLVLDNEEFTVVDAKSGDDLTRSIL
MAEPENTTPLLIKRYASRRLYNTBTSDYVTLEDIAGFIRAGRQVRIVDLKTGDDLTRQYL

* - -k .. Txk K . *hkxkk.kokk k.kk *. k% k.t kEE AL *

LQIILEEESHGVPMFSSGALSQIIRYYGHAMQGMMGNYLEKNIQTFIDIQNKLAENSKGE
LQIIAEHEGRGENVLPIEVLIDLVRSYTTQAQSVVPQFLAASFEMLREGQSKMMENLSTF

*kk* * * % ak x * *. **x *

YEGKPFSPEMWTQFMNVQGPMMQGMMSNYIEQSKNLFIQMQEQMQSQTKNMEFGTFPEGNP
PNPMSSMPG-FEALQRQQQLFLKAMAAGWGAGSSGPEMEETETDETRRGGQKGSAPEDMA
- ®x - - ® - .. * - -

* .. * ... * . K

GAGPDQKK—-——————~ 188

EIRRQLAELQKRISKL 195

60
60

120
120

180
179

Legenda na préxima pagina.
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(A) Arvore de identidade entre a proteina PhbF de H. seropedicae e proteinas regulatérias com funcdo
descrita na literatura. PhbF de H. seropedicae SmR1 (YP_003776393.1), PhbR de A. vinelandii DJ
(YP_002799531.1), PhaD de P. putida (AAV68230.1), PhaF de P. oleovorans (CAA09109.1), PhaM de R.
eutropha H16 (YP_724661.1), PhaR de P. denitrificans (BAA77259.1), PhaR de R. eutropha H16
(YP_725943.1), PhaR de R. sphaeroides (AAY51768.1), PhaQ de B. megaterium (AAD05257.1). (B)
Alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos das proteinas PhbF de H. seropedicae e PhaR de R.
eutropha H16. (C) Alinhamento entre a sequéncia de aminoéacidos das proteinas PhbF de H. seropedicae
e PhaR de P. denitrificans. Os alinhamentos foram obtidos com o programa ClustalW (THOMPSON et al.,
1994). (*) Aminoéacidos idénticos; (:) Aminoacidos de alta similaridade; (.) Aminoacidos de baixa
similaridade. Os aminoacidos estao coloridos de acordo com a classificagdo do grupo R.

FIGURA 11 — Analise de similaridade da proteina PhaP1 de H. seropedicae SmR1
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Arvore de identidade entre as proteina PhaP de H. seropedicae e proteinas PhaP1 de R. eutropha H16
(NP_942840.1), PhaP2 de R.eutropha H16 (CAJ92517.1), PhaP3 de R. eutropha H16 (AAR38792.1),
PhaP4 de R. eutropha H16 (AAR38793.1), GA24 de C. necator (2111322A), PhaP de S. meliloti 1021
(CAC46064.1), PhaP2 de S. meliloti 1021 (NP_384828.1), PhaP de B. megaterium (AAD05256.1), PhaP
de A. hydrophila (AAT77260.1), phasinl de R. rubrum ATCC 11170 (YP_428365.1), phasin2 de R.
rubrum ATCC 11170 (YP_427901.1), Phal de P. putida (AAV68228.1), GA2 de P. putida (AD02215.1),
Phal de P. oleovorans (CAA09108.1), PhaP de P. denitrificans (BAA77258.1), phasin de R. sphaeroides
(AAY51767.10) e phasin de C. necator N-1 (AEI82199.1), GA14 de R. ruber (CAA47036.1).
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TABELA 1 — Caracteristicas bioquimicas das proteinas PhbF e PhaPl de H.
seropedicae SmR1

PhbF PhaP1
Massa molecular (Da) 21472 19799
Numero de aminoacidos 188 187
pl 5,72 6,76
Hidropaticidade (GRAVY) -0,556 -0,214

1.4.3 Caracterizacdo estrutural das proteinas PhbF e PhaP1 de H. seropedicae
SmR1
1.4.3.1 Amplificagdo e clonagem dos genes phbF e phaPl em vetores de

expresséao

Com o objetivo de estudar as proteinas PhbF e PhaP1 de H. seropedicae, as
regides codificadoras destes genes foram amplificadas por PCR e clonadas em vetores
de expressdo que foram posteriormente transformados em E. coli estirpe BL21(DE3)
para 0s primeiros ensaios de expressao.

Os oligonucleotideos iniciadores planejados para o0s experimentos de
amplificacdo estdo listados no quadro 5. Nos oligonucleotideos 5 foram introduzidos
sitios de restricdo para a enzima Ndel e nos oligonucleotideos 3" sitios para a enzima
BamHI. O DNA gendmico de H.seropedicae foi utilizado como molde para as reacdes
de PCR. A reacéo de PCR para todos os genes foi realizada utilizando um gradiente de
temperatura (45-65°C) de anelamento. Como resultado obteve-se os fragmentos phaP1
(590 pb) e phbF (605 pb) que foram em seguida clonados no vetor pCR®2.1
(Invitrogen™) e sequenciados. Este vetor caracteriza-se por facilitar a clonagem de
produtos de PCR, devido a presenga de uma timina em cada ponta 3’ que anela-se com
facilidade as adeninas 5 adicionadas pela Tag DNA polimerase ao amplificado. Os
plasmideos pCR21::phaP1 e pCR21::phbF foram digeridos com as enzimas Ndel e
BamHI para a liberacdo de seus fragmentos e para serem, em seguida, clonados nos
vetores pET-28a(+) e pET-29a(+), gerando a série pET-28::(phaP ou phbF) e pET-
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29::(phaP ou phbF). Estes vetores permitiram a expressao das proteinas nas formas

fusionadas a cauda de histidinas e n&o fusionadas respectivamente.

1.4.3.2 Testes de expressdo e confirmacdo da identidade das proteinas PhaP e
PhbF

Para uma analise inicial da expressdo das proteinas PhbF e PhaPl1, os
plasmideos foram transformados em E. coli estirpe BL21 (DE3) e células
transformantes foram inoculadas em meio LB e induzidas com IPTG (1 mmol/L) durante
3 horas. Os perfis de expressao das fracdes brutas estao representados na figura 12.
Nota-se que a superexpressao das proteinas PhbF e PhaP1l, em ambas as formas, foi
satisfatoria para a purificacdo e os ensaios de caracterizacao.

As bandas correspondentes as proteinas superexpressas foram retiradas dos
géis e analisadas por MALDI-TOF/MS quanto a suas identidades. A relacdo entre o
namero de m/z obtidas e aquelas que contribuiram para a identificacdo foram 64/11
para PhbF e 71/22 para PhaP1. As proteinas PhbF e PhaP1l foram identificadas com
coberturas de 70 e 42% respectivamente. As analises foram realizadas assumindo-se
um desvio de 209 ppm.
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FIGURA 12 — Eletroforese do extrato bruto visando a confirmacdo da expressao
das proteinas PhbF e PhaP1 de H. seropedicae SmR1
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Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% das proteinas expressas
na bactéria E. coli estirpe BL21(DE3) a 37 °C nas formas nativa ou fusionada a cauda
de histidinas, utilizando 1 mM de IPTG como indutor. As células foram ressuspendidas
em 50 mM Tris-HCI pH 7,5 e 300 mM NaCl e em seguida lisadas por sonicacdo. O gel
foi corado com azul de Coomassie. MW: padrdo de massa molecular (kDa). NI: extrato
celular bruto ndo induzido. A direita de cada perfil de expressédo estdo indicadas a
posicdo das formas fusionada e ndo fusionada assim como as suas repectivas massas
moleculares calculadas.
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1.4.3.3 Otimizacao das condi¢cBes de expressao das proteinas PhbF e PhaP1

As proteinas PhbF e PhaP1 apresentaram uma grande insolubilidade quando as
células foram lisadas em tampdo sem detergente. Esta caracteristica ja era esperada
em funcéo do perfil de hidrofobicidade sugerido pelas andlises baseadas na sequéncia
de aminoacidos e pelo fato destas proteinas encontrarem-se associadas aos granulos
hidrofébicos de PHB, como ja relatado na literatura. A solubilidade de PhbF e PhaP1 foi
obtida através da adicdo de TritonX-100 a uma concentracdo de 0,05% ao tampéo de
lise. Este detergente foi escolhido por ser ndo ionico e interferir menos na estrutura
proteica quando comparado com o detergente SDS. A concentracdo de 0,05% foi
otimizada para a solubilizacdo das proteinas e encontra-se abaixo das concentracdes
recomendadas para minimizacao de interacdes hidrofébicas pouco especificas (0,2%) e
dissolucéo de precipitados proteicos na forma de corpos de incluséo (2%) (GE Health
Care).

Em seguida diferentes temperaturas de inducdo assim como dois tipos de
indutores (IPTG e lactose) foram utilizados com o objetivo de aumentar a solubilidade
das proteinas. Os resultados obtidos podem ser observados nas figuras 13 e 14. A
proteina PhbF fusionada apresentou um consideravel aumento na solubilidade com a
diminuicdo da temperatura de indu¢cdo quando comparado a condicao inicial a 37 °C
(Figura 13). A proteina PhaP1 fusionada também apresentou um aumento significativo
na solubilidade a 30 °C, independente do tipo de indutor (Figura 14). A expressao de
PhaP1 por 12 horas a 20 °C levou a um perfil de degradacédo da mesma, sendo que
longos periodos de indugéo para esta proteina devem ser evitados.

Estes experimentos permitiram determinar as condicbes de expressdo e
solubilizagdo das proteinas alvo como pré-requesito para a obtencdo de proteina

necessaria para os ensaios de caracterizagao in vitro.
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FIGURA 13 — Perfil eletroforético do teste de expressdo da proteina PhbF de H.

seropedicae SmR1
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' «—— Proteina nativa

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% dos extratos de células
expressando a proteina PhbF na forma fusionada (A) e ndo fusionada a cauda de
histidinas (B). As células foram ressuspendidas em 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM
NaCl e 0,05% TritonX-100. O gel foi corado com azul de Coomassie. MW: padréo de
massa molecular (kDa).
Linhas 1-4: expressao a 30 °C durante 3h.
Linha 1: frac&o soltvel apés sonicacdo da cultura induzida com 0,5% lactose.

Linha 2: frag&o insollvel apds sonicagdo da cultura induzida com 0,5% lactose.

Linha 3: fracéo solUvel apés sonicacao da cultura induzida com 1 mM IPTG.

Linha 4: frag&o insoluvel apds sonicacdo da cultura induzida com 1 mM IPTG.
Linhas 5-6: expressao a 37 °C durante 3h.

Linha 5: frag&o soluvel apds sonicacdo da cultura induzida com 0,5% lactose.

Linha 6: frac&o insollvel apés sonicacéo da cultura induzida com 0,5% lactose.
Linhas 7-8: expressao a 20 °C durante 12h.

Linha 7: fracéo solUvel apés sonicacdo da cultura induzida com 1 mM IPTG.

Linha 8: frag&o insollvel apds sonicagdo da cultura induzida com 1 mM IPTG.
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FIGURA 14 - Perfil eletroforético do teste de expressdo da proteina PhaPl
fusionada de H. seropedicae SmR1

<+ Proteina fusionada

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% dos extratos das células
expressando a proteina PhaP na forma fusionada a cauda de histidinas. As células
foram ressuspendidas em 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 300 mM NaCl e 0,05% TritonX-100.
Neste experimento foram variados temperatura de expresséao e tipo de indutor. O gel foi
corado com azul de Coomassie. MW: padréo de massa molecular (kDa).

Linha 1: extrato bruto das células antes da inducao.

Linhas 2-5: expresséo a 30 °C durante 3h.
Linha 2: frag&o soluvel apés sonicacéo da cultura induzida com 0,5% lactose.
Linha 3: frag&o insoltvel apds sonicagdo da cultura induzida com 0,5% lactose.
Linha 4: fracéo solUvel apés sonicacdo da cultura induzida com 1 mM IPTG.
Linha 5: frag&o insoluvel apds sonicagdo da cultura induzida com 1 mM IPTG.

Linhas 6-9: expressao a 37 °C durante 3h.
Linha 6: frag&o soltvel apds sonicacéo da cultura induzida com 0,5% lactose.
Linha 7: frac&o insoltvel apds sonicac¢ao da cultura induzida com 0,5% lactose.
Linha 8: frag&o soluvel apds sonicagdo da cultura induzida com 1 mM IPTG.
Linha 9: fracéo insollvel apds sonicac¢ao da cultura induzida com 1 mM IPTG.
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1.4.3.4 Purificacdo das proteinas fusionadas a cauda de histidinas

A estirpe BL21(DE3) foi transformada com os plasmideos pET-28::phbF e pET-
28::phaP1 e a expressao foi induzida com 0,5 mM de IPTG por 12h a 20 °C para a
proteina HisPhbF e por 3h a 30 °C para a proteina HisPhaP1l. O pellet celular foi
ressuspendido em solugéo de lise composta de 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCIpH 7,5 e
0,05% Triton X-100 e cuja composicdo final foi obtida apds algumas tentativas de
purificacdo na auséncia de detergente, o que resultou na precipitacdo da mesma apos
eluicao.

As proteinas PhbF e PhaPl foram purificadas em apenas um passo
cromatografico utilizando a coluna Hi-Trap Chelating (5 mL — GE HeathCare). As
proteinas foram eluidas com aproximadamente 300 mM de imidazol e o perfil de eluicdo
pode ser observado nos cromatogramas das figuras 15A e 16A e nas eletroforeses das
figuras 15B e 16B. As amostras com maior grau de pureza e correspondentes ao pico
no cromatograma foram coletadas, reunidas e dialisadas contra 1 L de solucdo de
didlise composta de 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5 e 0,05% Triton X-100 para
remocdo do imidazol. As proteinas apresentaram-se estruturalmente homogéneas

(Figura 17B) e com pureza superior a 93% (Figura 17A).
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FIGURA 15 - Purificagédo da proteina PhbF fusionada a cauda de histidinas
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(A) A purificacéo foi realizada utilizando uma coluna Hi-trap chelating (5 mL). A solugéo
de proteinas (50 mL) foi injetada, num fluxo de 1 mL/min. Apoés injecdo a coluna foi
lavada com 10 CV de tampéao (100 mmol/L de NaCl; 50 mmol/L de Tris-HCI pH 7,5; 10
mmol/L de imidazol, 0,05% triton X-100). A proteina PhbF fusionada foi eluida utilizando
um gradiente continuo de 10 a 1000 mmol/L de imidazol equivalente a 20 VC. As
amostras foram coletadas em aliquotas de 1mL. No eixo y, porcentagem de tampao
(100 mmol/L de NaCl; 50 mmol/L de Tris-HCI pH 7,5; 1000 mmol/L de imidazol, 0,05%
triton X-100). No eixo X, volume de eluicdo em mL. Em azul, leitura da absorcdo a 280
nm. Em verde, gradiente de imidazol. As amostras coletadas estdo indicadas em
vermelho. Waste: fracdes descartadas. (B) Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) 12 % das fragdes coletadas durante a purificagdo. 1: fragdo bruta de
proteinas solUveis antes da purificacdo. 2: fragcdo de proteinas que ndo adsorveram na
coluna. 3-21: fracdes referentes as proteinas que foram eluidas durante o gradiente de
imidazol. O gel foi corado com azul de Coomassie.
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FIGURA 16 — Purificacdo da proteina PhaP1 fusionada a cauda de histidinas

(A)

%B
100

0 bl B S0 o e s o e ) =)
00 10.0 200 00 400 500 m

(B) Imidazol 500 mM

MW 1 2 3
116,0 >~
66,2 - = =
450 =
"— e —_—_—
35,0 E & ~ -

.' - - S G S S e «——  PhaP1
a0 g “ P fusionada
18,4

-
‘ -

14,4

(A) A purificacao foi realizada utilizando uma coluna Hi-trap chelating (5 mL). A solucéo
de proteinas (50 mL) foi injetada, num fluxo de 1 mL/min. Apoés injecdo a coluna foi
lavada com 10 CV de tampéao (100 mmol/L de NaCl; 50 mmol/L de Tris-HCI pH 7,5; 10
mmol/L de imidazol, 0,05% triton X-100). A proteina PhbF fusionada foi eluida utilizando
um gradiente continuo de 10 a 1000 mmol/L de imidazol equivalente a 20 VC. As
amostras foram coletadas em aliquotas de 1mL. No eixo y, porcentagem de tampao
(200 mmol/L de NaCl; 50 mmol/L de Tris-HCI pH 7,5; 1000 mmol/L de imidazol, 0,05%
triton X-100). No eixo X, volume de eluicdo em mL. Em azul, leitura da absorcéo a 280
nm. Em verde, gradiente de imidazol. As amostras coletadas estdo indicadas em
vermelho. (B) Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12 % das
fracOes coletadas durante a purificacdo. 1: extrato bruto de proteinas apoés a lise celular
por sonicagdo. 2: fracdo bruta de proteinas sollveis antes da purificacdo. 3: fracdo de
proteinas que ndo adsorveram na coluna. 4-5: fracdes referentes a etapa de lavagem.
6-15: fracdes referentes as proteinas que foram eluidas durante o gradiente de
imidazol. O gel foi corado com azul de Coomassie.
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FIGURA 17 — Pureza e homogeneidade das protéinas HisPhbF e HisPhaP1 apos

purificacéo
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(A) Eletroforese em SDS-PAGE 12% das proteinas HisPhbF e HisPhaP1 apos didlise e
concentracdo. Cada linha possui 2,5 pg de proteina purificada. (B) Eletroforese em
condicdes ndo desnaturantes (NATIVE-PAGE) 12% das proteinas. Os géis foram
corados com azul de Coomassie.

1.4.3.5 Determinacéo do estado de oligomerizacédo das proteinas PhbF e PhaP1

Poucos séo os relatos sobre o estado de oligomerizacdo das proteinas PhbF e
PhaP1l. A proteina PhaR de P. denitrificans é relatada como um tetramero (MAEHARA
et al., 2002) e a proteina PhaP1 de R. eutropha como um trimero (NEWMANN et al.,
2008). As proteinas de H. seropedicae foram submetidas a cromatografia por gel
filtracdo para a obtencéo de informacdes sobre a massa molecular experimental assim
como o perfil de homogeneidade. Esta ultima caracteristica é importante como ponto de
avaliacdo da qualidade do material a ser utilizado nos experimentos de espalhamento

de raios-X a baixo angulo.
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As proteinas PhbF e PhaP1l possuem uma massa molecular de 104,30 e 114
kDa, respectivamente, obtidos por cromatografia em gel filtracdo em coluna Superose
12 HR 10/30 (Figura 18A e 19A). Estes valores foram obtidos pela submissdo dos
valores de Kav (constante de particdo), calculados com base nos volumes de eluicdo, a
equacao de reta que relaciona massa molecular e Kav de proteinas padréo (Figura 18B
e 19B).

Como HisPhbF possui uma massa monomérica calculada de 23,7 kDa estima-se
gque a mesma seja composta de 4,4 mondémeros e desta forma compreenda um
possivel tetrdmero. Este experimento permitiu também confirmar a homogeneidade da
amostra protéica, uma vez que nao foram observados agregados e a proteina foi eluida
da coluna em apenas um pico.

A proteina HisPhaP1 foi considerada como um possivel pentamero em solucdo
com base na massa monomeérica de 21,9 kDa. O cromatograma mostrou também que a
proteina apresentou dois picos cromatograficos sendo o0 mais abundante
correspondente a populacdo de proteinas integras e 0 menos abundante

correspontende aos produtos de degradagcdo da mesma.
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FIGURA 18 — Determinacao do estado de oligomerizacao de PhbF por gel filtracao
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(A) Cromatograma referente a gel filtracdo em coluna Superose 12 HR 10/30 da
proteina HisPhbF. Na ordenada, absorbancia a 280nm e na abscissa, volume de
eluicdo em ml. Abaixo do cromatograma encontra-se o perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% referente as fragcbes do pico de eluicdo. O gel foi
corado com azul de Coomassie. (B) Curva padrdao Kav versus log da massa molecular
(kDa) indicando a relacao linear entre as duas grandezas representada pela equacao
de reta. Seta mostra o ponto de eluicdo da proteina HisPhbF. Os quadrados indicam as
proteinas utilizadas como padrdo de massa molecular (GE Healthcare).
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FIGURA 19 - Determinacdo do estado de oligomerizacdo de PhaPl1 por gel

filtracdo
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(A) Cromatograma referente a gel filtragdo em coluna Superose 12 HR 10/30 da
proteina HisPhaP. Na ordenada, absorbancia a 280nm e na abscissa, volume de
eluicdo em ml. Abaixo do cromatograma encontra-se o perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12% referente as fragcbes do pico de eluicdo. O gel foi
corado com azul de Coomassie. (B) Curva padrdo Kav versus log da massa molecular
(kDa) indicando a relacao linear entre as duas grandezas representada pela equacao
de reta. Seta mostra o ponto de eluicdo da proteina HisPhaP1. Os quadrados indicam
as proteinas utilizadas como padrdo de massa molecular (GE Healthcare).
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1.4.3.6 Analise por microscopia de forca atdmica da interacdo da proteina PhaP1

com filmes de PHB

A proteina PhaP é encontrada, normalmente, em maior abundancia sobre a
superficie dos granulos nativos de PHB (TRAINER et al., 2006). O experimento de
interacdo da proteina HisPhaPl de H. seropedicae SmR1 sobre um filme de PHB
artificialmente formado foi utilizado para avaliar aspectos estruturais do filme de
proteinas formado e as dimensdes das estruturas supramoleculares pela técnica de
AFM.

A primeira etapa do experimento consistiu ha formacao do filme de PHB obtido
comercialmente e extraido de H. seropedicae SmR1. O polimero formou estruturas em
forma de rede composta por microfiboras com pontos centrais, comum a estruturas
denominadas esferulitas (Figura 20A), o0 mesmo padrdo foi observado para o filme
formado a partir de PHB extraido de H. seropedicae SmR1 (Figura 20B). Este padréo
de esferulitas foi observado por microscopia 6tica de um filme de PHB formado por
cristalizacdo isotérmica (ABE et al.,, 2000). Este resultado mostra que o polimero
extraido possui as mesmas caracteristicas morfolégicas do PHB obtido comercialmente.

A segunda etapa do experimento consistiu na deposicao da proteina HisPhaP1
sobre o filme de PHB extraido de H. seropedicae SmR1. Ap6s a deposicdo, nas
imagens a partir de 1 pm, observa-se que o perfil das microfiboras muda quando
comparado ao material contendo somento o polimero. As microfibras tornam-se menos
evidentes devido a deposigdo da proteina sobre a superficie (Figuras 21 — imagens de
5 e 10 pm). A partir da resolugdo de 500 nm observa-se um grande numero de
estruturas circulares cobrindo toda a area varrida (Figura 21). Estas estruturas possuem
uma dimens3o lateral média de 177,8 + 11,7 A calculadas com base em trés diferentes
estruturas encontradas na mesma imagem. Observa-se que elas distribuem-se por toda
a area analisada.

Apesar da artificialidade deste experimento, os dados de AFM permitiram
evidenciar que a proteina purificada foi capaz de adsorver sobre o filme de PHB

extraido de H. seropedicae SmR1 na forma de estruturas que podem formar-se ja em
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solugdo ou adotar as dimensdes observadas somente quando em associagdo com 0
polimero PHB.

FIGURA 20 - Imagens de AFM da deposicédo de PHB sobre silicio

b

1.00 x 1.00 um 9%

Imagens da deposicdo de PHB comercial (A) e extraido de H. seropedicae SmR1 (B)
sobre silicio. Em cada quadro, as imagens a esquerda apresentam informacfes de
topografia e as imagens a direita informacdes sobre a fase. A escala encontra-se na
porcdo inferior de cada imagem e a faixa de coloracdo esta indicada a direita. As
imagens foram coletadas a temperatura ambiente e com as amostras expostas ao ar.
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FIGURA 21 — Imagens de AFM da deposicao da proteina HisPhaP1 sobre filme de
PHB extraido de H. seropedicae SmR1
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Imagens da deposicdo da proteina HisPhaP1l sobre filme de PHB extraido de H.
seropedicae SmR1. Cada dupla de imagens apresentam a esquerda informacdo de
topografia e a direita informacgéo sobre a fase. A escala encontra-se na por¢ao inferior
de cada imagem e a faixa de coloracdo esta indicada a direita. As imagens foram
coletadas a temperatura ambiente e com as amostras expostas ao ar.
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1.4.3.7 Anélise por dicroismo circular

Com o objetivo de acessar a integridade estrutural das proteinas PhbF e PhaP1,
na presenca do detergente TritonX-100, foi utilizada a técnica do dicroismo circular
(CD). Esta técnica permite avaliar experimentalmente a estrutura secundaria quanto ao
conteudo de a-hélices, fitas 3 e algas.

No espectro CD das proteinas purificadas (Figuras 22A e 23A) é possivel
observar a presenca de duas bandas negativas a 208 e 222 nm que constitui uma
caracteristica marcante de proteinas compostas predominantemente por a-hélices. Este
dado experimental corrobora as predicdes in silico das estruturas secundarias de PhbF
e PhaPl obtidas com o programa PsiPred (Figuras 22B e 23B). Para PhbF, os
primeiros 70 residuos de aminoacidos permitem observar a presenca de um possivel
motivo hélice-volta-hélice (HTH) envolvido na interacdo da proteina com DNA (Figura
22B). Por outro lado, PhaP1 é uma proteina formada por trés a-hélices compostas por
mais de 50 residuos de aminoacidos cada (Figuras 23).

Estes resultados permitiram concluir que as proteinas PhbF e PhaP1
apresentaram estrutura secundaria esperada, segundo a predicéo in silico, na presenca

do detergente na concentracao de 0,05%.
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FIGURA 22 — Predicdo da estrutura secundaria da proteina PhbF
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(A) Espectro de CD de 200 a 260nm da proteina HisPhbF (16,9 umol/L) a 15 °C. Na
ordenada, a elipcidade molar. Na abscissa o comprimento de onda em nm. (B) Predi¢éo
da estrutura secundaria usando o programa PSIPRED. Pred: estrutura secundaria
predita. “C”: aminoacidos que contribuem para a formacao de estrutura em alga. “E”:
aminoacidos que contribuem para a formacdo de fita B. “H”: aminoacidos que
contribuem para a formacao de a-hélice. O cilindro verde corresponde a a-hélice. As
setas amarelas correspondem a fitas 3. Abaixo das Figuras encontra-se a seqiiéncia de
aminoacidos da proteina (AA). Conf: grau de confiabilidade calculado pelo programa

Psipred para a estrutura secundaria predita.
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FIGURA 23 - Predic&o da estrutura secundaria da proteina PhaP1
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(A) Espectro de CD de 200 a 260nm da proteina HisPhaP1 (41 umol/L) a 15 °C. Na
ordenada, a elipcidade molar. Na abscissa o comprimento de onda em nm. (B) Predicéo
da estrutura secundaria usando o programa PSIPRED. Pred: estrutura secundaria
predita. “C”: aminoacidos que contribuem para a formacao de estrutura em alga. “E”:
aminoacidos que contribuem para a formacdo de fita B. “H”: aminoacidos que
contribuem para a formagao de a-hélice. O cilindro verde corresponde a a-hélice. As
setas amarelas correspondem a fitas . Abaixo das Figuras encontra-se a seqiiéncia de
aminoacidos da proteina (AA). Conf: grau de confiabilidade calculado pelo programa

Psipred para a estrutura secundaria predita.
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1.4.3.8 Anédlise por espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

A caracterizacao estrutural das proteinas em estudo por SAXS foi realizada de
forma complementar aos ensaios de cristalizacdo que representou o passo limitante
para a obtencdo da estrutura a alta resolucdo. Esta técnica ainda foi utilizada para
acessar o estado de oligomerizagdo das proteinas em solugdo e propor um modelo
estrutural experimental a baixa resolucéo.

Os dados experimentais foram obtidos para as concentracbes de 1, 25 e 5
mg/mL e mostraram padrdo similar. Os dados descritos a seguir foram obtidos na
concentracédo de 5 mg/mL e as curvas experimentais estdo mostradas nas figuras 24A e
25A. A linearidade observada na regido de Guinier (Figuras 24A e 25A) indica que o
sistema estava monodisperso e permitiu o célculo de um raio de giro de 38,30 e 49,8 +
1,3 A para PhbF e PhaP1, respectivamente. A fungéo de distribuicio de distancias P(r),
obtida a partir dos dados experimentais, descreve PhbF como uma proteina globular
com Dmax igual a 122 A e PhaP1 como uma proteina alongada com Dmax igual a 200
A (Figuras 24B e 25B). O plot de Kratky apresentou um pico méaximo definido para as
duas protefnas, contudo n&o foi observado uma diminuigéo de Ig? com o aumento de q
indicando que as proteinas encontram-se parcialmente desnaturadas ou contenham
regides com alto grau de desordem (Figuras 24B e 25B). A massa molecular foi
calculada utilizando o programa SAXSMoW que baseia-se em uma funcdo que
relaciona o volume real de uma proteina em solucédo com o volume aparente obtido das
analises de SAXS (FISCHER et al., 2009). Segundo esta analise PhbF e PhaP1
possuem massas moleculares de 90,1 e 105,3 kDa. Estes dados sugerem que estas
proteinas encontram-se nas formas tetramérica e pentamérica, respectivamente, sendo

corroboradas pelos dados de gel filtracao.
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FIGURA 24 — Analises de SAXS da proteina PhbF
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(A) Curva de espalhamento experimental da proteina HisPhbF a 5 mg/mL e o
comportamento linear observado no plot de Guinier. O ajuste dos modelos ab initio foi
calculado pelo programa DAMMIF. (B) Funcao de distribuicdo de distancias derivados
da curva experimental utilizando o programa GNOM. No quadro menor encontra-se o
plot de Kratky obtido dos dados experimentais. [u.a.]: unidades arbitrarias.
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FIGURA 25 — Analises de SAXS da proteina PhaP1
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(A) Curva de espalhamento experimental da proteina HisPhaP1l a 5 mg/mL e o
comportamento linear observado no plot de Guinier. O ajuste dos modelos ab initio foi
calculado pelo programa DAMMIN. (B) Funcéo de distribuicdo de distancias derivados
da curva experimental utilizando o programa GNOM. No quadro menor encontra-se 0
plot de Kratky obtido dos dados experimentais. [u.a.]: unidades arbitrarias.
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Os modelos estruturais foram gerados ab initio a partir dos dados de SAXS
utilizando o programa DAMMIF. Este utiliza a estratégia de modelagem por esferas
onde a particula é representada por uma colecéo de esferas densamente empacotadas
dentro de um volume de procura. Cada esfera € classificada como pertencendo a
particula ou ao solvente. A modelagem inicia com um modelo inicial arbitrario utilizando
técnicas de annealing simulado para construir um modelo compacto interconectado que
apresente um padrdo de espalhamento que melhor se ajuste aos dados experimentais
(FRANKE & SVERGUN, 2009). Vinte modelos independentes foram gerados para cada
proteina sem a imposicdo de simetria e em seguida alinhados. A estrutura média foi
normalizada quanto ao volume da particula. Todos os modelos apresentaram valores
de discrepancia (NSD) baixos (Tabela 2) mostrando que 0 programa encontrou
facilmente a mesma solucédo partindo de parametros diferentes. O ajuste dos dados
obtidos com os modelos ab initio aos dados experimentais pode ser observado nas
figuras 24A e 25A. Os modelos obtidos apresentaram um bom ajuste aos dados
experimentais como avaliado pelo parametro y cujos valores encontram-se na tabela 2.
Os modelos finais para as proteinas PhbF e PhaP1 sdo mostrados na Figura 26.

O modelo ab initio da proteina PhbF mostrou a presenca de dois possiveis
dominios. A porcéo inferior e menor do modelo possivelmente represente o dominio de
ligacdo ao DNA enquanto que o dominio mais volumoso corresponda ao dominio de
interacdo da proteina aos granulos de PHB (Figura 26A).

O modelo da proteina PhaP1 apresentou um formato alongado onde também é
possivel distinguir duas regides. Uma regido mais volumosa provavelmente envolvida
na interagdo com o polimero (~103 A) e uma regido extendida e menor (~87A) (Figura
26B). Esta regido pode corresponder a porcdo desordenada da proteina e ser
responsavel pela parcela de desordem observada no plot de Kratky. Este modelo &
diferente do proposto por NEWMANN e colaboradores (2008) que descreve PhaP1 de
R. eutropha como um trimero com envelope molecular em formato de triangulo plano,

também determinado por SAXS.
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FIGURA 26 — Modelos ab initio das proteinas PhbF e PhaP1 construidos a partir
dos dados de SAXS

(A)

Modelo do envelope molecular médio das proteinas PhbF (A) e PhaP1 (B) construido
com o programa DAMMIF nao impondo simetria. Figuras preparadas com o programa
Pymol.

79



TABELA 2 — Parametros estruturais obtidos com os dados de SAXS das proteinas
PhbF e PhaP1

PhbF(Exp)" PhbF (Dam)* PhaP1(Exp)’ PhaP1 (Dam)*

MW (kDa)¢® 90,1 - 105,3 -
Oligbmero 4 - 5 -
estimado

Rg (A)* 38,30+0,00 - 49,8+ 1,3 -
Rg (A)** 38,21+0,00 32,68 50,94+0,0 49,39
Dmax (A)** 122 126,5 200 198,0
Resolucéo (A) 25 25 25 25
Discrepancia () - 0,130 - 0,132
NSD - 0,905 - 0,627

¢ Calculado a partir do programa SAXSMoW.

T Valores calculados a partir de dados experimentais.

* Parametros calculados a partir dos modelos de 4&tomos dummy.

" Calculado a partir do plot de Guinier.

" Calculado a partir da funcéo de distribuicdo de distancias.

Resolugcao: 211/qmax

¥ Calculado com o programa DAMMIF.

NSD (normalized spatial discrepancy) calculado com o programa DAMAVER.

1.4.3.9 Anélise por modelagem estrutural utilizando o método ab initio

O processo de modelagem molecular consiste na obtencdo de uma
representacdo da estrutura proteica quando a mesma ndo pode ser obtida por métodos
experimentais. Em geral existem duas categorias de modelagem: dependente de molde
(threading e modelagem comparativa) e livre de molde ou ab initio. As proteinas PhbF e
PhaP1 de H. seropedicae ndo podem ser modeladas corretamente pelo método
comparativo, pois ndo possuem nenhuma estrutura no banco de dados PDB (Protein
Data Bank) com identidade de sequéncia de aminoacidos superior a 35%. Desta forma
o0 método ab initio € uma alternativa viavel para a geracdo de modelos que permitam
discutir alguns aspectos estruturais.

Brevemente, o método ab initio baseia-se na predi¢do da estrutura proteica com
base nas propriedades fisicas da sequéncia de aminoacidos. Pequenos fragmentos de
3 e 9 aminoacidos sao obtidos de proteinas com estrutura tridimensional resolvida e
reunidos aleatoriamente com base na sequéncia de aminoacidos da proteina em estudo

através da estratégia de Monte Carlo. Nesta estratégia modificagcdes conformacionais
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sao realizadas no espaco torsional com o objetivo de obter-se uma estrutura de menor
energia (DAS et al.,, 2008). Rosetta tem sido classificado pelo CASP (Critical
Assessment of Structure Prediction) como o programa que atinge um melhor
desempenho com base nesta estratégia. Predic6es de dominios proteicos com menos
de 125 aminoéacidos regularmente tem alcancado desvios menores do que 5 A em
relacdo as estruturas determinadas experimentalmente (KAUFMANN et al., 2010)
mostrando a eficacia deste método.

A sequéncia de aminoacidos das proteinas PhbF e PhaP1 foram submetidas ao
servidor Robetta (KIM et al., 2004) que gerou 10000 estruturas. Estes modelos foram
agrupados quanto ao parametro de raiz quadrada do quadrado dos desvios de Ca
(RMSD), onde valores baixos representam estruturas semelhantes. Os modelos
centréides dos grupos mais populosos foram disponibilizados. Os modelos das
proteinas PhbF e PhaPl foram validados pela sua qualidade estereoquimica como
pode ser observado pelos seus respectivos graficos de Ramachandran (Figuras 27A e
28A).

O modelo do monémero da proteina PhbF apresenta dois dominios: N-terminal
composto por um possivel motivo hélice-volta-hélice (HTH) relacionado com a interacéo
da proteina com o DNA e C-terminal composto por trés hélices possivelmente
envolvidas na interacdo com o polimero PHA (Figura 27B). O motivo de HTH modelado
estd de acordo com a descricdo geral que define este motivo como composto por um
segmento de 20 aminoacidos que englobam duas a hélices perpendiculares conectadas
por uma volta B formada por 4 residuos de aminoacido até algas longas como loops
(LUSCOMBE et al., 2000). Estes elementos podem ser observados na figura 27B
(regido em azul). Luscombe e colaboradores também descrevem a localizagdo do
motivo HTH em um bols&o hidrofébico composto de 3 a 6 hélices também encontrado
no modelo de PhbF. A face correspondente as hélices que formam a regido C-terminal
apresentou uma regiao diferencialmente mais hidrofébica (Figura 27B) evidenciando
uma provavel regido de interacdo com o polimero ou uma area de interagdo proteina-

proteina importante na formacao da estrutura tetramérica.
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FIGURA 27 — Modelo ab initio do monémero da proteina PhbF

(A) Gréfico de Ramachandran mostrando a qualidade estereoquimica do modelo
gerado. (B) Modelo estrutural em representacdo do tipo ribbon (parte inferior) e
representacdo da superficie eletrostatica (parte superior). Hélices possivelmente
envolvidas com a ligacdo ao DNA (azul), hélices possivelmente envolvidas com a
ligacdo da proteina ao PHB (vermelho), algcas (verde). Escala de potencial eletrostético
calculada pela equacédo de Poisson-Boltzmann no intervalo de -5 a +5 kbT/e. Regiéo
em vermelho representa potencial negativo e regido azul potencial positivo. Superficie
eletrostatica gerada pelo programa Delphi e Figuras gerada com o programa Pymol.
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FIGURA 28 — Modelo ab initio do monémero da proteina PhaP1

(A) Grafico de Ramachandran mostrando a qualidade estereoquimica do modelo
gerado. (B) Modelo estrutural em representacdo do tipo ribbon (parte inferior) e
representacdo da superficie eletrostatica (parte superior). Escala de potencial
eletrostatico calculada pela equagdo de Poisson-Boltzmann no intervalo de -5 a +5
kbT/e. Regido em vermelho representa potencial negativo e regido azul potencial
positivo. Superficie eletrostatica gerada pelo programa Delphi e Figuras gerada com o
programa Pymol.
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A proteina PhaP1l reveste externamente os granulos de PHB impedindo a
coalescéncia dos mesmos, possibilitando assim a rapida mobilizacédo do polimero em
intermediarios metabdlicos. O modelo ab initio sugere que o mondmero de PhaP1 é
uma proteina com caracteristica fibrilar composta por trés hélices que se alternam
(Figura 28B). A andlise de sua superficie eletrostatica mostra a presenca de uma face
hidrofébica e outra com uma distribuicdo de cargas mais uniforme (Figura 28B). Esta
caracteristica € concordante com estudos realizados por Hanley e colaboradores (1999)
com a proteina PhaP de R. eutropha que sugere a presenca de dominios hidrofilicos
formando uma face de interacdo citoplasmatica ou de interagdo com outras proteinas
presentes na superficie do granulo. Estas regides hidrofilicas sdo alternadas por
dominios hidrofébicos caracterizando PhaP como uma barreira anfifilica (HANLEY et
al., 1999).
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1.4.4 Caracterizacdo funcional das proteinas PhbF e PhaPl de H. seropedicae
SmR1

1.4.4.1 Ensaio de interacdo das proteinas PhbF e PhaP1 com o polimero PHB

Um ensaio de co-precipitacdo foi realizado com o objetivo de avaliar a atividade
de interacdo das proteinas PhbF e PhaPl de H. seropedicae SmR1 com o PHB
extraido do mesmo organismo (1.3.2.4).

Um resumo do ensaio pode ser observado na figura 29A. As proteinas PhbF e
PhaP1 interagiram fortemente com o polimero apds duas lavagens com tampéao Tris-
HClI pH 7,5 e dissociagdo por acao dos agentes desnaturantes SDS e B-
mercaptoetanol, sucedida de aquecimento a 95°C (Figura 29B). Como controle foi
utilizado BSA que interagiu fracamente com o PHB (Figura 29B). Outro controle
utilizado foi uma fracdo contendo s6 o PHB que mostrou a auséncia de proteinas
previamente associadas ao polimero e a eficiéncia do método de extracao.

Este ensaio revelou a capacidade das proteinas PhbF e PhaP1 de interagirem in
vitro com o PHB extraido de H .seropedicae e indicou que 0 mesmo ocorre in vivo. Este
resultado também sugere que somente o polimero é capaz de funcionar como uma
molécula efetora expondo sitios de interacdo e mobilizando as proteinas do citoplasma

para o granulo de PHB.
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FIGURA 29 — Ensaio de interagdo entre as proteinas PhbF e PhaP1 com PHB

(A)

(B)

(A) Esquema do ensaio de interacdo. 1. interagdo. 2. lavagem e remoc¢ao do excesso
proteico. 3. dissociacao. (B) Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
12% das fragbes correspondentes ao ensaio de interacdo. O ensaio foi realizado em um
volume final de 100 uL contendo: 25 ug de proteina, 1 mg de PHA, 50 mM Tris-HCI pH
7,5. A reacao foi incubada a 37 °C por 10 minutos, centrifugada e a fragdo soluvel
reservada. O material sedimentado foi lavado duas vezes em tamp&do 50 mM Tris-HCI
pH 7,5. O granulo de PHB extraidos de H. seropedicae SmR1 tratados com tampao
contendo SDS e B-mercaptoetanol (Granulo + T.A.). Os géis foram corados com azul de
Coomassie.
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1.4.4.2 Interacdo da proteina PhbF com as regi6es promotoras dos genes
relacionados ao metabolismo de PHB de H. seropedicae SmR1

Vérias evidéncias na literatura sugerem a ligacdo da proteina PhbF ao seu
préprio promotor assim como aos promotores dos genes phbC (PHB sintase) e phaP
(fasina) (MAEHARA et al., 2001; MAEHARA et al., 2002; CHOU et al., 2009). Com o
objetivo de estudar a atividade in vitro de ligacdo de PhbF ao DNA foram planejados e
sintetizados oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo das possiveis regides
promotoras dos genes phbF e phaPl. Foram também planejados oligonucleotideos
para os genes phbC (Hsero 2999), phaZ (Hsero_1622), phaB (Hsero_3315), phaC
(Hsero_2625) e phazZ (Hsero_0639) relacionados ao metabolismo de PHAs, assim
como para 0s genes Hsero 0262, dksA (Hsero_2404) e fadB (Hsero_0254) que
possivelmente encontram-se no comeco dos operons que compreendem
respectivamente os genes phaC, phbC e phaB. Os oligonucleotideos iniciadores
planejados para os experimentos de amplificacdo estéo listados no quadro 6.

O ensaio de retardamento de migracdo de banda em gel foi realizado para os
promotores phbF e phaPl amplificados com oligonucleotideos marcados
radioativamente com [*?P]. Este tipo de marcacdo proporciona maior sensibilidade ao
ensaio realizado. A proteina PhbF ligou-se as duas regiées promotoras (Figura 30) com
constantes de dissociacao de 150 nM para o promotor phaP1 e 450 nM para o promotor
phbF.

As demais regides promotoras foram amplificadas utilizando um par de
oligonucleotideos marcados nas extremidades 5 com as sondas fluorescentes 6FAM e
VIC respectivamente. O tamanho de cada regido promotora esta listado na figura 31.
Como pode ser observado na figura 32, a proteina HisPhbF foi capaz de ligar-se a
todos os promotores testados e nao foi capaz de ligar-se ao promotor nifB (REGO et al.,
2006), ndo relacionado ao metabolismo de PHA, mostrando a especificidade desta
ligacéo.

Estes ensaios mostraram que a proteina PhbF encontrava-se ativa quanto a sua

atividade de interagdo com DNA in vitro.
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FIGURA 30 — Ensaio de retardamento da migracdo de banda do referente a
interac&o da proteina PhbF com os promotores phbF e phaP1 marcados com [*P]
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Os promotores phbF (325 bp) e phaP1 (409 bp) foram marcados com [32P] e incubados
a 30 °C por 5 minutos na presenca de concentracdes crescentes da proteina HisPhbF
purificada. As linhas de 1-5 indicam as concentracdes 0, 280, 570, 860 e 1100 nM
considerando HisPhbF como uma proteina tetramérica. A formacao do complexo DNA-
proteina foi analisada por separacdo em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 4%.
DNA de timo (100 ng) foi utilizado como competidor ndo especifico em um excesso
molar de dez vezes. O esquema acima das fotos indica a por¢cao da regido promotora
utilizada nos ensaios. Os numeros acima das setas pretas indicam a posicdo em
relacdo ao codon de inicio de traducao.
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FIGURA 31 — Amplificagdo dos promotores alvos utilizando oligonucleotideos

marcados com as sondas fluorescentes VIC e 6-FAM

Promotor pb
PphaZ (Hsero_1622) 512
PphaB (Hsero_3315) 638
PfadB (Hsero_0254) 543
PdksA (Hsero_2404) 575
PHsero (Hsero_0262) 661
PphaC (Hsero_2625) 545
PphaZ (Hsero_0639) 404
PphbC (Hsero_2999) 542

Eletroforese em gel de poliacrilamida 4 % dos produtos de amplificagcdo dos promotores
listados na tabela acima assim como 0s seus respectivos tamanhos em pb. O nimero
ao lado do nome de cada regido promotora corresponde ao numero do gene anotado
no genoma de H. seropedicae. O gel foi visualizado por excitacdo das sondas
fluorescentes com UV a 252 nm e filtro para o corante SYBR green em transiluminador
UVP-Biolmaging Systems.
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FIGURA 32 — Ensaio de retardamento da migracdo de banda do complexo DNA
promotor — proteina PhbF
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Figura continua na proxima péagina.
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Ensaio de retardamento de migracdo de banda utilizando eletroforese em gel de
poliacrilamida em condigdo nativa 4 % (acrilamida/ bisacrilamida 29:1 (m/m)) em
tampdo TAE 2X. Concentracdes crescentes da proteina HisPhbF tetramérica (0, 62,
125, 250, 500, 750, 1000 or 1250 nM - linhas 1-8) foram incubados com
aproximadamente 40 nM de cada promotor em tampao de ligacado (10 mmol/L Tris—HCI
pH 7,5; 80 mmol/L NaCl, 1mM EDTA, 10mM B-mercaptoetanol, 5% (m/v) glicerol). A
reacao foi incubada cinco minutos a 30 °C. As bandas foram visualizado por excitacao
das sondas fluorescentes com UV a 252 nm e filtro para o corante SYBR green em
transiluminador UVP-Biolmaging Systems. O promotor nifB foi utilizado como controle
negativo. Linhas de 1-4 indicam as concentragbes de 0, 62, 250 or 1250 nM de
HisPhbF tetramérica. O esquema acima das fotos indica a porcao da regido promotora
utilizada nos ensaios. Os numeros acima das setas pretas indicam a posicdo em
relacdo ao codon de inicio de traducao.
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Como PhbF interagiu com todas as regibes promotoras testadas, as suas
sequéncias foram submetidas ao programa MEME (BAILEY et al., 2009) com o objetivo
de identificar um possivel motivo conservado e que dessa forma pudesse sugerir um
provavel sitio de ligacdo da proteina. Como pode ser observado na figura 33 foi
identificado o motivo 5 -TG[N]TGC[N]sGCAA-3". As posi¢cdes dos motivos em relacéo
ao codon de inicio de traducao variam entre 80 pb para o gene phbC e 562 pb para o
gene Hsero 0262 (Figura 33). Motivo semelhante foi observado também no
microrganismo R. sphaeroides FJ1 (CHOU & YANG, 2009) com a sequéncia 5 -
CTGCIN]3GCAG-3". J4 em P. denitrificans foram encontrados dois médulos ricos no
motivo TGC os quais séo reconhecidos pela proteina PhaR (MAEHARA et al., 2002).
De forma geral o motivo TGC assim como a sequéncia palindrémica GCA séo
encontrados nas sequéncias reconhecidas por PhaR dos microrganismos acima
citados. Estes relatos corroboram desta forma o motivo de ligagdo predito para a

proteina PhbF de H. seropedicae.
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FIGURA 33 — Predi¢cao do provavel motivo de ligacdo da proteina PhbF as regides

promotoras
24
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TG[NJTGC[N],GCAA
Promotor Fita Inicio Sitio
PHsero_0262 + 562 CAATACCGCGTTGATGCATCGCAATCGCGCCCGGC
PphaC_2625 - 126  GGTCCGCAACCTGGTGCTGGGCAATGGCATGGTGG
PphazZ_1622 - 308 GATACTATCCTTGITGCGACGCAATAGCATAGCAC
PdksA_2404 + 400 GCTGGCAAAACTGATGCAGGTCAAATTCAGGGCCG
PphbF + 167 ATGGCCTGCGTTGCTGCCCTGCAAAAAGCAGGCGG
Pphaz_0639 + 77 GTAGTTCTTGCTGGTGATGCGCAAAGTCGTCTTAG
PfadB_0254 + 350 GCGTGCGGCGTTGATCTAGCGCAATCCGGCCCGGL
PphaP1 - 255  TTGTTGAAATATGATGCATTGCACAAGCGAATTCT
PphbC_2999 - 80 ACTAACAAAACTGCTGCCCGGCAATTGAGCGGCAT
PphaB_3315 + 205 CGGCAGCCTCTACATGCTGGGCAAGAAAAGCCGTT

Esquema representando a sequéncia consenso possivelmente reconhecida pela
proteina PhbF de H. seropedicae. No eixo y encontra-se a frequéncia de certo
nucleotideo em uma determinada posi¢cdo na sequéncia representada em bits. Abaixo
do esquema encontra-se a possivel sequéncia consenso tedrica reconhecida por PhaR
de H. seropedicae. A tabela lista informacdes sobre fita, posicéo relativa (pb) ao codon
de inicio de traducdo e motivo encontrado a montante de cada gene. Em azul estédo
representados os pares de base conservados em cada motivo. Os dados foram
gerados pelo programa MEME.
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Com o objetivo de mapear in vitro a regido de ligacdo da proteina PhbF de H.
seropedicae e avaliar se a sequéncia consenso 5 -TG[N]JTGC[N]3sGCAA-3" é importante

para a ligacdo da proteina ao DNA foi realizado o experimento de DNasel footprinting

utilizando a regido promotora do gene phbF (300 pb) marcada com [32P]. Este
experimento permitiu observar que PhbF protegeu uma area de 24 pb entre as posicdes
181 e 204 pb acima do cédon de inicio de traducédo de PhbF (Figura 35) e que engloba
a sequéncia consenso teorica (Figura 34). Este resultado confirma que esta sequéncia
€ realmente reconhecida por PhbF. A regido de protecdo encontra-se a dois pares de
base a jusante de um provavel promotor sigma 70 (posi¢cdes 208 a 212 pb) indicando
ser PhbF uma proteina repressora de sua prépria transcricdo em H. seropedicae.

FIGURA 34 - Interacdo da proteina HisPhbF com a regido promotora phbF

-10 Regido protegida

cTATAATggcctgegtTGe TGCectGCAAAgeaggegg

caagttacgccacggcggagcaagctgcaacagagcaggcaa
cacagtagaagaagcaaggagagggcaagatcaatgccccgg
acgcccgcgggtcgggaacgcagegacgcggeccgeaaccge
tgcaaaccaaggccgtcaaacggcetgtaatgaGAGAGAcctg

gacttcagATG RES

- phbC = phbB PHDF

Representacdo da regido génica de phbF. A sequéncia da regidao intergénica entre
phbB e phbF estad detalhada. A linha pontilhada mostra um provavel modulo -10 do

70 o . . : . a
promotor ¢ e a regido protegida no ensaio por HisPhbF respectivamente. A sequéncia
consenso predita por bioinformatica estd mostrada em letras mailsculas dentro da
regido protegida. RBS: sitio de ligacdo ao ribossomo.

94



FIGURA 35 — Regido promotora de phbF é protegida por HisPhbF da acédo da
DNasel
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A fita ndo codificadora do gene phbF foi utilizada como sonda. O ensaio foi realizado na
auséncia (linha 1) ou na presenca de 155 (linha 2) ou 312 nM (linha 3) da proteina
HisPhbF purificada calculada como tetramero. A linha P indica a regido promotora nao
digerida. A reacdo de sequenciamento esté indicada nas linhas A, C, G e T. A regido
protegida da DNasel esta indicada por **. O provavel promotor sigma 70 esta indicado

por *. Os numeros indicam a posicdo da base em relagdo ao codon de inicio de
traducao.
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1.4.4.3 Caracterizagao do padrao de expresséo dos promotores phbF e phaP1 de
H. seropedicae SmR1

Os estudos in vitro da proteina PhbF permitiram a identificagcéo do provavel sitio
de ligacdo ao DNA assim como a interacdo com as regides promotoras dos genes phbF
e phaP1l. Os estudos in vivo baseados no ensaio de atividade de B-galactosidase foram
realizados para avaliar, através do gene reporter lacZ, a funcéo repressora de PhbF em
E. coli ET8000. Esta bactéria oferece um ambiente heter6logo sem a influéncia da
producdo do polimero PHB, pois ndo possui as proteinas necessarias para a sua
sintese. Na segunda etapa do estudo, a expressdo de phbF e phaP1 foram analisadas
transcricionalmente e traducionalmente durante o crescimento de H. seropedicae
SmR1. O objetivo principal foi estudar a expressdo das proteinas PhbF e PhaPl

durante do crescimento celular sob a influéncia do metabolismo de PHB.

1.4.4.4 Expressao dos promotores phbF e phaP1 em E. coli estirpe ET8000

As regides promotoras dos genes phbF e phaP1l (Figura 36) foram clonadas no
vetor pMP220 para avaliar a expressdo através do ensaio de B-galactosidase. Estes
vetores foram transformados em E. coli estirpe ET8000. Estes promotores foram
escolhidos por apresentarem um provavel sitio de ligagdo a PhbF conservado e um
padrao claro de ligacao a proteina.

Primeiramente a atividade de [B-galactosidase foi avaliada sem a presenca da
proteina PhbF. A expressdo do promotor phbF foi aproximadamente duas vezes maior
guando comparada a phaP1 (Figura 37). Quando a proteina PhbF foi expressa a partir
de um promotor do tipo tac, observou-se uma diminuicdo de 10 vezes na expressao do
promotor phbF e de 4 vezes em phaP1 (Figura 37). A expresséo da proteina NifH ndo
afetou a atividade de B-galactosidase mostrando que a represséao transcricional néo foi
causada pela mobilizacdo da maquinaria celular na expressdo de uma proteina
exdgena. Estes resultados mostram que os promotores analisados sao funcionais em E.

coli e in vivo a proteina PhbF pode reprimir a transcricdo dos genes phbF e phaP1.
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FIGURA 36 — Sequéncia de nucleotideos das regides promotoras dos genes phbF

e phaP1 de H. seropedicae SmR1

(A)

[phbB] TCGGACTTCTCCCTCAACGGCGGCCTCTACATGGGCTGACCGGCCGTAG
Oligo F
CTGGATGGGGCCGGACGCGGTGCATCGCCGCATCCGGCTTCTCACTGGCGGGGA

TTTTCTCCG CCAGGCATGAATGGGCTCCCCATTTTCTTGTCTTCCCCCCTA;I(')AATG
(o}
GCCTGCGTIGCTGCCCTGCAAAAAGCAGGCGGCAAGTTACGCCACGGCGGAGCA
Sitio para PhbF
AGCTGCAACAGAGCAGGCAACACAGTAGAAGAAGCAAGGAGAGGGCAAGATCAAT

GCCCCGGACGCCCGCGGGTCGGGAACGCAGCGACGCGGCCCGCAACCGCTGCA

AACCAAGGCCGTCAAACGGCTGTAATGAGAGAGACTGGACTTCAGATGACTACTG
RBS
CAAAAAATTCGGCAGATCGCTTGATCAAGAAATACCCCAATCGC [phbF]
Oligo R

(B)

[Hsero_1670] ACACAACACTCTCGTTTTTCTCGGCAGAGCTTGCCGCACTGCAACA
Oligo F
AAACTGCCTTGATGCGGTGCGCAAACGATTGCGCGCACGGGATTGATAACCAGAA

TCCAGTTCCTTGCAGCAGAGTCTATCTGTCTTGGAATGCCTCTCAAAAAATCACCTA
AGTCCTTGATTAGACGTGGATCAACTTTCCACTGCTTTTCGCCATTCCCATGTGATG
AAAGCTTITGACTTTATGCACGATTAAACTAGAATTCGCTTGIGCAATGCATCATATT

o’ o'’ Sitio para PhbF
CAACAAGAAATGACATCGGAATCCACCTGTTCGTCGAGATCGGTCCGTAAGTGTTC

ACTGTCGCGCTGCCTTGTTCATCAACCAACTAAAGAGAAGGATGTTTCAACATGAC
RBS
GACCTACACCGAGCAATTTTCCG [phaP1]
Oligo R

Andlise das regibes promotoras dos genes phbF (A) e phaPl (B). As regifes
regulatorias conservadas estdo em negrito e parte das regides codificadoras esta em
vermelho. As sequéncias sublinhadas indicam as regifes utilizadas para a construcéao
dos oligonucleotideos para a amplificagédo das regifes promotoras.
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FIGURA 37 — A proteina PhbF reprime a expressédo dos promotores phbF e phaP1
de H. seropedicae SmR1 em E. coli ET8000
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A atividade de B-galactosidase foi medida a partir de culturas de E. coli ET8000
cultivadas por 8 horas em meio minimo M9 contendo as fusdes pMP220::.phbF ou
pMP220::phaP1. A proteina PhbF foi expressa a partir de um promotor tac do vetor
pMMS31(+PhbF). Os dados representam os desvios padrdo médios de trés leituras
independentes. A atividade do vetor pMP220 (controle) na presenca de pMMS31 foi
inferior a 6 unidades Miller.

1.4.4.5 Caracterizacdo do padréo de expressao das proteinas PhbF e PhaP1 em H.

seropedicae SmR1

A producdo de PHB ocorre quando uma fonte de carbono estad presente em
excesso e a0 mesmo tempo o crescimento celular é limitado por elementos essenciais
como ferro, magnésio, nitrogénio, enxofre, fosfato ou potassio (STEINBUCHEL &
SCHLEGEL, 1989). Assim a concentracdo deste polimero flutua ao longo das fases do
crescimento celular em fungcédo do balanco entre sintese e mobilizacdo desta fonte de
reserva. O padréo de producéo de PHB em H. seropedicae SmR1 quando cultivado em
meio NFbHPN é mostrado na figura 38, gentiimente cedida por MULLER-SANTOS.
Neste meio inicial a relacdo C/N é de aproximadamente 6,5. A quantidade de polimero
produzido por H. seropedicae SmR1 aumentou exponencialmente quando a bactéria

entrou na fase estacionaria de crescimento (D.O.g00 = 1,1).
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O efeito da producéo do polimero PHB sobre a expressdo dos promotores dos
genes phbF e phaP1l foi avaliado durante 24 horas através das fusbes plasmidiais
phbF::lacZ e phaPl:lacZ transformadas na estirpe SmR1 de H. seropedicae. As
expressdes das proteinas foram igualmente acompanhadas através de ensaios de
imunodeteccao.

O promotor phbF em H. seropedicae apresentou um aumento na expressao a
partir das 12 horas de crescimento celular atingindo um pico as 16 horas (Figura 39B).
Este aumento na atividade de B-galactosidase a uma D.O.g90 entre 1,0 e 1,1 coincidiu
com o aumento na producdo de PHB nas condicdes testadas por Muller-Santos (Figura
38).

FIGURA 38 — Perfil de producéao de polihidroxibutirato (PHB) em H. seropedicae
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H. seropedicae estirpe SmR1 cultivado em meio NFbHPN malato apos diluicdo da
cultura saturada para uma D.O.go de 0,01. As células foram incubadas a 30 °C sob 120
rom de agitacdo. Linha azul mostra o crescimento celular monitorado a D.O.gg. Linha
vermelha mostra a quantidade de PHB expressa em % de polimero (mg) por biomassa
bacteriana (mg). Resultado cedido pelo Prof. Dr. Marcelo Muller-Santos.

99



FIGURA 39 - Padrao transcricional e traducional da expressdo de PhbF em H.

seropedicae SmR1
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H. seropedicae SmR1 contendo a fusdo phbF::lacZ cultivado em meio NFbHP contendo
20 mM NH,4CI a partir de uma D.O.goo de 0,01. Cultivo a 30 °C sob agitacdo a 120 rpm.
A cada 2 horas aliquotas do meio de cultura foram coletadas para os ensaios de [3-
galactosidase e para a deteccao da proteina expressa pelo ensaio de imunodeteccgéao.
(A) Analise da expressdo e mobilidade da proteina PhbF. Extrato celular total (E),
fracdo solavel (S) e fracdo precipitado (P) foram submetidos a SDS-PAGE seguido de
imunodeteccéao utilizando o anticorpo para HisPhbF. (B) Acompanhamento da atividade
de [B-galactosidase ao longo do crescimento celular. Barras em azul representam a
atividade em unidades Miller do promotor phbF e as barras vermelhas a atividade basal
do vetor pMP220. Cada medida corresponde a média de trés culturas independentes
medidas em triplicata. As barras representam o desvio padrdo entre as atividades das
culturas independentes. A linha verde representa o0 crescimento bacteriano
acompanhado pela medida da absorbancia da cultura a 600 nm.
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Esta etapa pode ser interpretada com base na dindmica de sintese de PHB,
onde o aumento no numero e no tamanho dos granulos do polimero pode causar o
desligamento da proteina PhbF das regibes promotoras, permitindo assim o aumento
da propria expressao. Este evento pode ser observado pelo maior aparecimento da
proteina a partir das 12 horas na fragcao precipitado que contém as proteinas presentes
no granulo sedimentado (Figura 39A). No pico de expressado do promotor phbF (16
horas) observa-se que a maior parte da proteina encontra-se associada ao granulo uma
vez que uma fracdo muito pequena da proteina é encontrada na fracdo soluvel que
equivale as proteinas citoplasmaticas. A partir das dezesseis horas de crescimento
ocorre a diminuicdo na atividade do promotor phbF (Figura 39B). Este fato pode
compreender a fase de mobilizacdo de PHB onde a degradacéo leva a diminuicdo no
tamanho dos granulos com a concomitante dissociacdo da proteina PhbF. Este retorno
da proteina ao citoplasma pode ser evidenciado no ponto de 20 horas onde a proteina
PhbF volta a aparecer em maior concentracdo na fracdo soluvel ou citoplasmatica
(Figura 39A).

Um aumento na atividade de expressao de B-galactosidase foi observado a partir
das 12 horas para o promotor phaPl (Figura 39B). Este padrdo observado também
para o promotor phbF indica o acoplamento da expressdo destes promotores ao
metabolismo de PHB em H. seropedicae SmR1. Este acoplamento também é relatado
em R. eutropha (YORK et al., 2002).

A proteina PhaP1 é detectada na fracdo solUvel ou citoplasméatica somente entre
8 e 12 horas de crescimento (Figura 40A), mostrando que a partir das 14 horas passa a
haver uma maior mobilizacdo da fasina para a fracédo precipitado onde encontram-se as
proteinas associadas aos granulos de PHB. A partir das 18 horas nado foi observado o
retorno da proteina a fracao soluvel (Figura 40A) como observado para a proteina PhbF
(Figura 39A). Este resultado pode ser explicado em fungdo da insolubilidade da
proteina que apos o tratamento de separacdo das fracbes soluvel (citoplasma) e
precipitado (granulos de PHB) manteve-se s6 na ultima fracdo. Outra possibilidade seria
a degradacdo de PhaPl quando dissociada do granulo na fase estacionaria de
crescimento. A protecdo a degradacao de PhaP quando esta associada ao granulo foi

sugerida como uma forma de regulacdo das concentragdes celulares da proteina de R.
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eutropha (YORK et al.,, 2001). Esta sucetibilidade a degracédo foi também observada
para a proteina PhaP1 de H. seropedicae durante o processo de sua purificacao.

PhaP1 foi observada em praticamente todas as fracdes precipitado durante o
crescimento de H. seropedicae. Esta observacdo esta de acordo com o sugerido para a
proteina PhaP de R. eutropha onde a presenca de quantidades minimas de PHA na
célula seriam o suficiente para desencadear a expressao de PhaP (YORK et al., 2001)
que, consequentemente, estaria associada ao granulo.

O promotor phaPl apresentou niveis transcricionais mais elevados em H.
seropedicae quando comparado ao promotor phbF. Esta grande expressdo permitiu
CHAVES e colaboradores (2007) a classifica-la como a quarta proteina mais expressa
no proteoma de referéncia de H. seropedicae. Este nivel de expressdo poderia também
ser justificado como uma forma de compensar o curto tempo de vida desta proteina em
funcdo da degradacao.

Outro ponto importante a ser discutido consiste no papel regulatério de PhbF
sobre a expresséo do promotor phaP1 em H. seropedicae. York e colaboradores (2002)
descrevem PhbF como o fator acoplador da expressdo de PhaP1 a producédo de PHA
em R. eutropha. Contudo em H. seropedicae este mecanismo ndo foi evidente ao
observar a expressdo do promotor phaPl de forma temporal, uma vez que nédo foi
observado uma diminuicdo da expressdo do mesmo apés 18 horas de crecimento como
evidenciado para o promotor phbF. Apesar de York e colaboradores (2002) terem
chegado a esta hipétese por meio da construcdo do mutante phaR™ em R. eutropha e
nao através da expressdo do promotor durante o crescimento, ndo pode-se descartar a
possibilidade de que o mesmo mecanismo exista em H. seropedicae. Este resultado
pode ainda ser explicado do ponto de vista da estabilidade do RNA menssageiro. A
acao exercida pela proteina PhbF sobre a expressédo do promotor phaP1 pode ter sido
camuflada pela maior estabilidade do RNA mensageiro, onde a repressao a nivel

transcricional ndo se reflete na expressao traducional.
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FIGURA 40 - Padré&o transcricional e traducional da expressado de PhaP1l em H.

seropedicae SmR1

6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h 24h

(A) S
_—

e

S e . —— ——

( B) 30000 10

25000
20000

15000

l0g4g (DOga0)

10000 01

5000

B-galactosidase (Unidades Miller)

0,01

o 4 6 8 10 12 14 16 18 20 24
Tempo (h)

H. seropedicae SmR1 contendo a fusdo phaP1l:lacZ cultivado em meio NFbHP
contendo 20 mM NH,4CI a partir de uma D.O.gp de 0,01. Cultivo a 30 °C sob agitacdo a
120 rpm. A cada 2 horas aliquotas do meio de cultura foram coletadas para 0s ensaios
de [-galactosidase e para a deteccdo da proteina expressa pelo ensaio de
imunodetecgdo. (A) Andlise da expressdo e mobilidade da proteina PhaPl. Extrato
celular total (E), fracdo soluvel (S) e fracao precipitado (P) foram submetidos a SDS-
PAGE seguido de imunodetecgdo utilizando o anticorpo para HisPhbF. (B)
Acompanhamento da atividade de B-galactosidase ao longo do crescimento celular.
Barras em verde representam a atividade em unidades Miller do promotor phaPl e as
barras vermelhas a atividade basal do vetor pMP220. Cada medida corresponde a
média de trés culturas independentes medidas em triplicata. As barras representam o
desvio padrdo entre as atividades das culturas independentes. A linha vermelha
representa o crescimento bacteriano acompanhado pela medida da absorbéancia da
cultura a 600 nm.
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1.5 CONSIDERACOES FINAIS

O metabolismo de polihidroxialcanoatos € uma importante via de assimilacdo e
reserva de intermediarios metabdlicos, funcionando como suprimento de carbono em
condic¢des de privagcdo dos mesmos. O estudo dos mecanismos moleculares envolvidos
na regulacdo da mobilizacdo deste polimero é uma etapa importante para a
compreensdo do papel do PHA na célula. Em H. seropedicae, a regulacdo deste
processo assim como as proteinas que participam do metabolismo de PHAs sdo pouco
conhecidas. Neste trabalho as proteinas PhbF e PhaPl foram selecionadas com o
objetivo de caracterizd-las estrutural e funcionalmente. Estas proteinas ndo possuem
estrutura cristalografica resolvida e poucos séo os relatos que correlacionam o papel in
vivo com caracteristicas estruturais. As duas proteinas desempenham fun¢des
regulatérias relacionadas a transcricao de genes ligados ao metabolismo e ao tamanho
dos granulos. Estes sdo macroestruturas que funcionam como sitio para a estocagem,
sintese e degradacao deste polimero.

PhbF é uma proteina composta basicamente por a-hélices distribuida em dois
dominios. Um dominio N-terminal associado a interacdo ao DNA e um domicio C-
terminal relacionado a interacdo com os granulos de PHB. As duas atividades foram
confirmadas in vitro mostrando a confiabilidade das analises de predicdo. PhbF € um
tetramero assim como muitas proteinas que ligam-se ao DNA e desempenham papel
repressor, como por exemplo, as proteinas da familia TetR. Contudo PhbF néo
apresentou qualquer similaridade quanto a sequéncia de aminoacidos com membros
desta familia e parece possuir uma conformacao diferenciada, como observado pelo
envelope molecular obtido com dados de SAXS. Este modelo esta de acordo com os
dados de andlise de sequéncia que sugeriram a presenca de dois dominios. Esta
disposicdo também foi observada no modelo estrutural ab initio que apresentou o
dominio N-terminal como do tipo hélice-volta-hélice. Mais estudos sao necessarios para
compreender melhor a organizacdo destes mondmeros para compor a estrutura
quaternaria final e cujo envelope foi sugerido pela técnica de SAXS. A funcdo de
ligacdo ao DNA foi demonstrada in vitro e também revelou a capacidade de PhbF de

ligar-se a regibes promotoras de genes relacionados a todas as etapas centrais no
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metabolismo de PHA. Esta ligagdo sugere que o metabolismo de PHA é finamente
regulado e este processo € influenciado pela presenca do polimero uma vez que PhbF
também é capaz de ligar-se ao PHB in vitro. Através da analise de todas as regifes
promotoras foi possivel sugerir a sequéncia consenso 5 -TG[N]JTGC[N]sGCAA-3" como
o0 modulo reconhecido por PhbF durante a ligagdo ao DNA.

A proteina PhaP1, assim como PhbF, &€ composta somente por a-hélices
presentes possivelmente na forma de trés grandes hélices, uma caracteristica de
proteinas com perfil fibrilar e como observado no modelo estrutural ab initio. O modelo
ainda descreve o mondmero de PhaP1l como sendo formado por uma face com
distribuicdo de cargas e uma face hidrofébica. Esta descricdo € similar a de Hanley e
colaboradores (1999) que se basearam apenas na sequéncia de aminoacidos e ndo em
um modelo estrutural. O perfil fibrilar também é sugerido pelo envelope molecular obtido
com dados de SAXS que descreve PhaP1 como uma proteina de dimensdo méaxima de
200 A e raio de giro de 50,94 A. No modelo obtido por SAXS aparecem um modulo
mais volumoso com 113 A de comprimento e uma extensdo menos volumosa com 87 A
de comprimento. O primeiro médulo provavelmente € a regido mais hidrofébica uma vez
que este maior volume pode estar associado a interacdo de moléculas de TritonX-100,
reponsaveis pela solubilizacdo da proteina. Por outro lado, o segundo médulo sugere a
presenca de uma regido desordenada que possa ser importante para a interacédo da
proteina ao granulo de PHB. Este modelo possui certa discrepancia em relagcdo ao
modelo estrutural ab initio cuja dimensdo maxima é de aproximadamente 101 A. Esta
observacdo sugere que a conformacdo monomérica seja diferenciada da proposta
quando a proteina encontra-se na estrutura quaternaria pentameérica em solucéo.
Estruturas com dimensdo méaxima de 189 A foram observadas quando PhaP1 foi
adsorvida em um filme de PHB. Esta dimensédo é compativel com a calculada com os
dados de SAXS, contudo ndo permite concluir que a conformagdo da proteina em
solucéo e associada ao polimero seja a mesma.

As andlises estruturais realizadas durante este trabalho permitiram descrever
um retrato inicial da estrutura das proteinas PhbF e PhaP1 e também levantar questdes

importantes a serem consideradas na continuidade dos estudos.
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O papel da proteina PhbF assim como a sua influéncia sobre a expressao da
proteina PhaP1l foi avaliada in vivo englobando-se os aspectos estruturais descritos
acima. A proteina PhbF apresentou a atividade de repressao de sua propria transcricao
assim como da transcricdo do gene phaP1 sugerindo um papel central no processo de
regulacédo. Este mecanismo de regulacéo foi sugerido pelos ensaios de (-galactosidase
realizados em E. coli. O sistema experimental permitiu observar de forma isolada o
papel de PhbF sem a influéncia do polimero PHB sobre a sua funcdo. Em H.
seropedicae foi possivel sugerir o acoplamento entre a transcricdo dos genes phbF e
phaP1 ao metabolismo de PHB. A migracédo das proteinas do citoplasma aos granulos
de PHB, sugeridos pelos ensaios de imunodeteccao, permitem ligar este fendbmeno a
atividade de ligacdo ao polimero observada in vitro. Por outro lado a mobilidade da
proteina PhbF entre o citoplasma, onde desempenha o seu papel de repressor da
transcricdo, e o granulo durante as fases de producdo e degradacdo do polimero
ilustram as atividades de ligacéo tanto ao DNA como ao PHB.

Os resultados descritos acima permitiram propor um modelo de regulacéo
envolvendo a proteina PhbF em H. seropedicae SmR1 (Figura 41) e compartilhado com
o modelo proposto por Pétter e colaboradores (2002) para R. eutropha. Neste modelo o
crescimento de H. seropedicae pode ser dividido em trés etapas. Na primeira etapa a
bactéria encontra-se na fase exponencial de crescimento onde a proteina PhbF reprime
a sua transcricdo assim como a transcrigdo do gene phaP1 (Figura 41-1). Na segunda
etapa, a bactéria entra na fase estacionaria de crescimento onde se inicia a sintese do
polimero causando o aumento no tamanho e numero de granulos. A proteina PhbF
interage com o polimero resultando na desrepressédo dos genes phbF e phaPl. Nesta
fase a proteina PhaP1 passa a ser necessaria para evitar a coalescéncia dos granulos
nascentes e as proteinas expressas ligam-se ao granulo a medida que o mesmo
aumenta de tamanho (Figura 41-2). Na terceira etapa, as concentracdes extracelulares
da fonte de carbono diminuem e a bactéria passa a degradar o polimero PHB
resultando na diminuigdo do tamanho dos granulos e dissociacdo das proteinas PhbF e
PhaP1l. A migracdo da proteina PhbF do granulo ao citoplasma resulta novamente na
represséo da transcricao dos genes phbF e phaP1 (Figura 41-3).
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FIGURA 41 - Modelo de regulacdo desempenhada pela proteina PhbF em H.

seropedicae SmR1
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A primeira figura representa a curva de crescimento de H. seropedicae e 0s nimeros
indicam esquematicamente as trés diferentes etapas na regulacdo de PhbF. 1: Fase
exponencial, 2: Inicio da fase estacionaria e 3: Fase estacionéria tardia. As estruturas
em verde indicam a proteina PhaP1 e em vermelho a proteina PhbF. As setas azuis
indicam o sentido de mobilidade das proteinas.
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1.6 CONCLUSOES

o As proteinas PhbF e PhaP1 foram expressas e purificadas com grau de pureza
superior a 93% sendo classificadas quanto a forma oligomérica, respectivamente, como

tetramero e pentamero.

o As proteinas foram capazes de ligar-se in vitro ao polimero PHB extraido de H.

seropedicae integrando o papel destas dentro do metabolismo de PHA.

o A proteina PhaP1 formou estruturas com dimensdo de 177,8 + 11,7 A sobre
filmes formados por PHB mostrando que a proteina associa-se de forma ordenada

sobre o mesmo.

o A proteina PhbF liga-se a onze regifes promotoras de genes relacionados ao

metabolismo de PHA mostrando o seu papel regulatério nesta via.

o O motivo consenso 5 -TG[N]JTGC[N]sGCAA-3" é a sequéncia reconhecida por

PhbF durante a ligacdo ao DNA.

o PhbF é uma proteina repressora da expressao dos genes phbF e phaPl1l em E.
coli ET8000.
o A expressdo dos genes phbF e phaPl é acoplada a sintese de PHB em H.

seropedicae.

o O modelo a baixa resolu¢céo de PhbF permitiu determinar as suas dimensdes em
solucéo e observar a presenca de dois dominios: um dominio de ligacdo ao DNA e
outro dominio de interagéo ao PHB.

o O modelo a baixa resolugcdo de PhaP1 permitiu determinar as suas dimensdes
em solugdo e classifica-la como uma proteina alongada e parcialmente desordenada

nas condicoes testadas.
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CAPITULO 2: DETERMINACAO DA ESTRUTURA
DA PROTEINA HFQ DE Herbaspirillum
seropedicae SmR1 POR DIFRACAO DE RAIOS-X
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2.1 INTRODUCAO

Hfq € uma chaperona de RNA envolvida na regulacdo pos-transcricional em
varias espécies bacterianas. A inativacdo do gene hfqg em E. coli resultou em uma
variedade de fendtipos, indicando que esta proteina € importante no controle da
expressao em varios aspectos no metabolismo bacteriano (TSUI et al., 1994; WACHI et
al., 1999; SONNLEITNER et al., 2003; ANSONG et al., 2009). Hfg também é descrita
como um importante fator de viruléncia em bactérias patogénicas como Brucella
abortus, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae e Yersinia
enterocolitica (ROBERTSON et al.,, 1999; MCNEALY et al.,, 2005; DING et al., 2004;
NAKAO et al., 2005) e parece participar de um tipo de mecanismo de silenciamento
mediado por pequenos RNAs (sRNA ou small RNAs) em procariotos (AIBA, 2007).
sRNA sdo RNAs néao codificadores, que contém entre 50-300 nucleotideos, envolvidos
na regulacao poés-transcricional de varias funcfes celulares (STORZ et al., 2011). Hfq
pode regular a expressdo génica através de varios mecanismos: a) favorecendo a
interacdo entre o sRNA regulatorio e seu mRNA alvo, promovendo a estabilidade do
MRNA (Figura 42A) ou a degradacéo dependendo do alvo (Figura 42D); b) mudando a
acessibilidade do sRNA alvo a RNAses (Figura 42C); c) promovendo o pareamento de
bases entre 0 sSRNA regulatério e 0 mRNA alvo, levando a repressdo ou ativacdo da
traducao (Figura 42B,A); d) estimulando a poliadenilacdo de mMRNA desencadeando a
degradacéao (Figura 42E) (STORZ et al., 2004; VOGEL & LUISI, 2011).

Esta proteina é amplamente distribuida e pertence a familia de proteinas
chamada Sm e Sm-like, cujos membros sdo capazes de se ligar a RNA e tem uma
conformacao caracteristica composta de uma a-hélice N-terminal seguida de cinco fitas
B (WILUSZ & WILUSZ, 2005) (Figura 43). As estruturas quaternarias possuem a forma
de um anel cujas faces sdo denominadas proximal, onde se encontra a a-hélice, e distal
(face oposta) (Figura 43) (BRENNAN et al., 2007). Dois motivos altamente conservados
(Sm1l e Sm2) sdo compartilhados com proteinas de processamento do RNA em
humanos (HERMANN et al., 1995). As estruturas cristalograficas de vinte proteinas Hfq
de nove organismos diferentes ja foram resolvidas por cristalografia de raios-X e

depositadas no banco de dados PDB. As caracteristicas das estruturas destes
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microrganismos, consideradas relevantes para este trabalho, estdo apresentadas no

quadro 7 e a estrutura representativa da Hfq de E. coli esta mostrada na figura 43.

FIGURA 42 — Mecanismos de acao da proteina Hfq
(A) ()
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Modificado de VOGEL & LUISI (2011). (A-E) Representacdo esquematica dos
diferentes mecanismos de agdo da proteina Hfq relacionados a funcéo de chaperona de
RNA.
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QUADRO 7 - Proteinas Hfq com estrutura cristalografica depositada no PDB

Cédigo Organismo Resolucéao N° de Oligbmero Caracteristica Identidade com
PDB A residuos do HsHfq (%)
mondmero
* 3SB2 H. seropedicae 2,63 79 6 Nativa 100
3INZ P. aeruginosa 1,70 82 6 Mutacéo H57T 77
3M4G P. aeruginosa 2,05 82 6 Mutacdo H57A 77
3AHU B. subtilis 2,20 78 6 Complexo com o 49
RNA (AG);
3HSB B. subtilis 2,20 78 6 Complexo com o 49
RNA (AG)sA
1U1s P. aeruginosa 1,60 82 6 Baixa concentracdo 78
de sal
1U1T P. aeruginosa 1,90 82 6 Alta concentragao 77
de sal
3RES E. coli 2,00 102 6 Complexo com 82
ADP
2YLC S. typhimurium 1,30 74 6 Complexo com o 80
RNA Us
2YLB S. typhimurium 1,15 74 6 Nativa 80
3RER E. coli 1,70 102 6 Complexo com o 82
RNA AUGA e ADP
1KQ2 S. aureus 2,71 77 6 Complexo com o 35
RNA AUsG
3GIB E. coli 2,40 102 6 Complexo com o 82
RNA poli(A)
30QHS E. coli 2,85 102 6 Nativa 82
1KQ1 S. aureus 1,55 77 6 Nativa 35
1HK9 E. coli 2,15 102 6 Residuos de 73- 82
102 deletados
2YHT E. coli 2,90 102 6 Nativa 82
3HFO Synechocystis sp. 1,30 70 6 Nativa N&o
significante
3HFN Anabaena sp. 2,31 72 6 Nativa N&o
significante
2QTX M. jannaschii 2,50 71 6 Nativa 30
1IMGQ M. 1,70 83 7 Nativa Nao
thermoautotrophicum significante

Informacdes coletadas em 28/11/2011. HsHfg: Hfg de H. seropedicae SmR1. Nativa:

proteina Hfg sem modifica¢des. * Este trabalho.
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FIGURA 43 — Estrutura representativa da proteina Hfg de E. coli

Face Distal Face Proximal

Face Distal , /- ? é

Face Proximal

Estrutura 1HK9 de E.coli. Cada monémero esta representado por uma cor diferente.

Todas as estruturas sdo homohexameéricas com excecdo da proteina Hfg de
Methanotermobacter thermoautotrophicum (Quadro 7) que cristalizou como um
homoheptamero. Destas estruturas, seis (1KQ2 de Staphylococcus aureus, 3GIB e
3RER de Escherichia coli, 3HSB e 3AHU de Bacillus subtilis, e 2YLC de Salmonella
typhimurium) estdo complexadas com RNA. Através destes estudos estruturais 0s
autores procuraram principalmente, elucidar os mecanismos de interacao entre proteina
e RNA. O primeiro complexo foi obtido por co-cristalizacdo da proteina Hfg de S. aureus
com a sequéncia AUsG, rica em uracilas. Este modelo mostrou a ligacdo deste RNA a
regido proximal da proteina e destacou o papel do poro central na ligacdo ao sSRNA
(SCHUMACHER et al., 2002). Além disso, em E. coli, o complexo proteina-RNA
mostrou que a face distal do homohexamero da Hfq estd envolvida na ligagdo a um
RNA poli(A), que estaria representando uma fragcao de um tipo de RNA alvo (LINK et al.,
2009). Este ultimo modelo de ligacdo esta associado ao aumento da estabilidade do
RNA, diferente do RNA rico em uridinas ligado a proteina Hfg de S. aureus
(SCHUMACHER et al., 2002). Estas duas estruturas mostraram que Hfq pode distinguir
RNAs diferentes. O complexo Hfg-Ues de Salmonella thyphimurium (2YLC) também
revelou que a proteina reconhece preferencialmente RNAs ricos em uridinas na por¢ao
3’ (SAUER & WEICHENRIEDER, 2011). Ja o complexo Hfq65-AUsA-ADP de E. coli
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mostrou uma ligagao diferencial da sequéncia AUgA, que corresponde a um segmento
interno do sRNA DsrA. Neste caso, 0 RNA AUgA interage simultaneamente com a
porcdo proximal e distal da proteina Hfqg (WANG et al., 2011).

As sequéncias de aminoacidos das proteinas Hfq da archaea termofilica
Methanococcus janaschii (2QTX) e das cianobactérias Synechocystis sp. PCC 6803
(3HFO) e Anabaena PCC 7120 (3HFN) sdo as menos conservadas quando
comparadas as demais Hfgs. A estrutura de M. janaschii tem as caracteristicas mais
particulares: a-hélice mais curta, diametro menor, face distal mais carregada
negativamente e o loop L4 e a regido C-terminal com estruturas distintas (NIELSEN et
al., 2007). Apesar destas diferencas, a conformacao do tipo Sm e a funcéo protéica sao
conservados. As proteinas Hfg das cianobactérias Synechocystis sp. PCC 6803 e
Anabaena PCC 7120 ligam-se fracamente aos sRNAs de E. coli, cuja ligacdo a Hfq ja €
bem descrita, presumivelmente devido a um sitio diferenciado de ligacdo ao RNA e a
diferencas de carga nos sitios de ligacdo (BAGGILD et al., 2009). Comparacdes entre a
estrutura cristalografica da proteina Hfq selvagem e mutante no motivo conservado
YKHAI (3INZ e 3M4G) de P. aeruginosa (MOSKALEVA et al., 2010) mostraram a
importancia de ligacdes de hidrogénio especificas nas regifes intermonémero. Outra
caracteristica estrutural amplamente discutida é a regido C-terminal ndo conservada.
Esta regido flexivel tem sido relatada como essencial para o mecanismo de
riborregulacédo (OLSEN et al., 2010). A importancia desta regido na interacdo com
RNAs mais longos, assim como a primeira descricdo estrutural sobre sua desordem em
solucao, foi reportada utilizando a técnica de SAXS (BEICH-FRANDSEN et al., 2011).

A proteina Hfg de H. seropedicae SmR1 comecou a ser estudada durante o
curso de mestrado de KADOWAKI (2008) em funcéo de seu potencial papel na fixagéo
biolégica de nitrogénio por meio de mecanismos de regulagdo pdés-transcricional. O
possivel envolvimento desta proteina no metabolismo de nitrogénio foi sugerido em
funcdo da sua influéncia sobre a expressdo do ativador transcricional NifA de
Azorhizobium caulinodans (KAMINSKI et al., 1994), Rhodobacter capsulatus
(DREPPER et al., 2002) e Rhizobium leguminosarum (ZHANG & HONG, 2009). Neste
trabalho, a proteina Hfqg de H. seropedicae foi clonada em vetor de expressao,
purificada e caracterizada in vitro quanto a sua ligagdo ao sRNA DsrA de E. coli. A
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caracterizagdo estrutural comecgou a ser realizada através das técnicas de dicroismo
circular, gel filtragdo e espalhamento dindmico de luz (DLS). A cristalizagao e coleta dos
dados de difracdo de raios-X foram realizadas como etapa experimental para a
resolucao da estrutura tridimensional de Hfg. Durante o Doutorado deu-se continuidade
aos estudos de caracterizacao estrutural de Hfq de H. seropedicae SmR1 por meio da
resolucdo da estrutura tridimensional a nivel atdbmico e a anélise do envelope molecular
em solucdo por meio da técnica de difracdo de raios-X a baixo angulo (SAXS). Nesta
etapa do trabalho houve a intensa colaboracdo do professor Dr. Jorge lulek da

Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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2.2 OBJETIVO

2.2.1 Objetivo geral

Caracterizar a estrutura cristalografica e em solucdo da proteina Hfg de H.

seropedicae.

2.2.2 Objetivos especificos

e Resolver a estrutura cristalografica da proteina Hfq de H. seropedicae.

e Realizar uma andlise comparativa com as estruturas de proteinas ja depositadas

no banco de dados PDB.

e Obter informacdes estruturais em solucdo da proteina Hfg por SAXS e

correlaciona-la a estrutura cristalografica.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Cristalizacéo, coleta de dados de difracéo de raios-X e andlise estrutural da
proteina Hfq de H. seropedicae SmR1

A proteina Hfq de H. seropedicae foi expressa em E. coli BL21 (DES3) e purificada
na sua forma nao fusionada em tampao contendo 50 mmol/L de Tris-HCI| pH 8 e 100
mmol/L de NaCl como descrito por KADOWAKI (2008). O cristal da proteina formou-se
em poucos dias na condicdo de cristalizacdo numero 16 do kit PACT (Qiagen) contendo
0,1 M PCB (propionato de sddio, cacodilato de sodio e Bis-Tris propano) pH 7,0 e 25%
(m/v) PEG 1500. A gota contendo o cristal foi adicionado glicerol a uma concentrag&o
final de 5% (v/v) com o objetivo de crioprote¢cdo. Em seguida o cristal foi montado em
um loop e acoplado a cabeca goniométrica sob um fluxo de gés nitrogénio a 100K. Os
dados de difracdo de raios-X foram coletados em um difratbmetro modelo Rigaku
UltraX-18HF equipado com um detector Mar345 utilizando 2 minutos de tempo de
exposi¢do por imagem no Laboratorio Nacional de Luz Sincrontron (LNLS). Trezentas e
guatro imagens com angulo de oscilacdo de 1° foram integradas, escalonadas e as
reflexdes promediadas com o programa XDS (KABSCH, 2010). As fases iniciais foram
calculadas utilizando o programa Phaser (MCCOY et al., 2007) e utilizando como
modelo de busca a estrutura do hexamero da proteina Hfg de E. coli (PDB code 1HK9)
editada com o programa Chainsaw (STAIN, 2008). O modelo foi ajustado manualmente
com o programa Coot (EMSLEY & COWTAN, 2004) e submetido a refinamento por
varios ciclos pelo programa PHENIX.REFINE (ADAMS et al., 2010). A qualidade do
modelo foi avaliada pelo programa PROCHECK (LASKOWSKI et al.,, 1993) e no
servidor molprobity (DAVIS et al., 2004). Os valores de RSCC e RSR foram calculados
pelo programa Mapman (KLEYWEGT & JONES, 1996). Os fatores de estrutura e as
coordenadas atbmicas foram depositados no banco de dados PDB com o cédigo 3SB2.
As figuras dos modelos estruturais foram montadas com o programa Pymol
(SCHRODINGER, 2010) e o potencial eletrostatico foi calculado utilizando-se o
programa DelPhi (ROCCHIA et al., 2001).
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2.3.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo e constru¢cdo do modelo a baixa
resolucéo

Os dados de SAXS da proteina Hfq foram coletados utilizando a linha de luz
SAXS2 (comprimento de onda 1,488 A) no LNLS com o detector 2D (MAR-165). Os
experimentos foram realizados a 25 °C com uma distancia entre o detector e a amostra
de 1534,5 mm. A solugdo protéica foi submetida a um tempo de exposi¢cdo de 10
minutos correspondente a 5 frames de 2 minutos cada. Duas concentracfes protéicas
foram testadas, 0,90 e 4,35 mg/mL. As medidas da menor concentracdo foram
escolhidas e utilizadas uma vez que apresentaram uma boa relac¢édo sinal-ruido e néo
foi observado padrao de agregacéo. Os dados foram corrigidos quanto as variacdes na
intensidade dos raios-X e subtraidos do espalhamento do tampdo e da radiacdo de
fundo utilizando o programa FIT2D (HAMMERSLEY, 1997). A funcédo de distribuicdo
dos pares de distancias e o raio de giro foram calculados com o programa GNOM
(SVERGUN, 1992) utilizando um didmetro maximo de 80 A. A massa molecular
experimental foi determinada com o programa SAXS MoW (FISCHER et al., 2010).
Vinte envelopes moleculares a baixa resolucdo foram gerados com o programa
GASBOR (SVERGUN et al., 2001) impondo simetria do tipo P6 e o modelo médio foi
calculado com o programa DAMAVER (VOLKO et al.,, 2003). A sobreposicdo dos
modelos cristalograficos e a baixa resolugéo foi realizada pelo programa SUPERCOMB
(KOZIN & SVERGUN, 2001). A distancia maxima e o raio de giro dos modelos foram
calculados com o programa CRYSOL 2.6 (SVERGUN et al., 1995).
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2.4. RESULTADOS

2.4.1 Processamento das imagens e indexacgéao

Trezentas e quatro imagens foram coletadas para o cristal (Figura 44A) obtido na
condicdo contendo 0,1 M PCB (propionato de sdodio, cacodilato de sodio e Bis-Tris
propano) pH 7,0 e 25% (m/v) PEG 1500. A primeira avaliacdo das imagens referentes
aos padrdes de difracdo de raios-X mostrou a presenca de anéis devidos a difracdo por
gelo (Figura 44B) e quatro imagens com falhas na forma de faixas brancas cruzando o
padréao de difracdo. Para avaliar o efeito dos fatores citados nas estatisticas dos dados,
o0 processamento foi realizado incluindo ou excluindo as imagens com falha, assim
como as reflexdes que se encontravam na regido dos anéis devido ao gelo. O resumo

dos processamentos esta mostrado na tabela 3.

FIGURA 44 - Avaliacdo do padréo de difracédo de raios-X da proteina Hfq

(B)

Anéis

(A) Cristal utilizado na coleta de dados. (B) Padréo de difracdo de raios-X mostrando a
presenca de anéis de gelo.
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TABELA 3 — Resumo dos dados estatisticos de processamento de imagens

1 2 3 4 5 6
N° reflexdbes 24788 24845 22167 22202 24253 24379
anicas
Rsymm (%) 4,3(28,5) 3,8(27,5) 4,0(29,3) 3,6(28,4) 4,0(29,9) 3,6(27,7)
llo(l) 21,5(4,7) 23,049 22,1(4,8) 23,7(4,7) 22,6(4,7) 24,7(4,8)

Completeza  90,6(62,4) 90,9(63,3) 81,1(63,8) 81,0(60,9) 88,9(65,3) 89,2(63,7)
(%)

(1) com anéis de gelo e todas as imagens; (2) com anéis de gelo e sem 4 imagens com
falhas; (3) sem anéis de gelo (3,91-3,51) e com todas as imagens; (4) sem anéis de
gelo (3,91-3,51) e sem 4 imagens com falhas; (5) sem anéis de gelo (3,70-3,62) e com
todas as imagens; (6) sem anéis de gelo (3,70-3,62) e sem 4 imagens com falhas.
Valores entre parénteses representam os parametros dos dados de maior resolucao

(2,6 A).

Com base nestes resultados decidiu-se utilizar os dados do processamento que
levou em consideragcdo as reflexdes presentes nas regides de difracdo por gelo e
excluindo as imagens que apresentavam falha. Esta deciséo foi tomada em fungéo da
melhor completeza e fator R deste processamento quando comparado aos demais.

A auto-indexacéo foi realizada com o programa XDS que sugeriu 0s grupos de

ponto 2 e 222 como 0s de maior simetria para o processamento (Tabela 4).

TABELA 4 — Grupos espaciais sugeridos para o processamento dos dados

Rede Qualidade a b C a B Y Grupos
Bravais do ajuste espaciais
44 aP 0,0 59,2 60,5 64,8 90,0 90,0 1055 ™!
31 aP 0,1 59,2 60,5 648 90,0 90,0 745 M
34 mP 0,5 59,2 64,8 605 90,0 1055 90,0 P2P2D)
14 mC 22,2 72,4 952 64,8 90,0 90,0 88,7
13 oC 22,4 72,4 952 648 90,0 90,0 88,7  C22c2220

As dimensodes da unidade de cela a, b e ¢ sdo expressas em angstrons e 0s angulos q,
B e y em graus.
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Os dados foram inicialmente indexados e promediados nos grupos espaciais P2
e C222 que apresentaram Rsymm global de 4,9 e 51,3 % respectivamente. Estas
estatisticas indicaram em um primeiro momento o grupo pontual 2 como mais provavel,
mesmo apoOs varias tentativas realizadas para a solugdo no grupo pontual 222.
Auséncias sistematicas indicaram um eixo de ordem 2 helicoidal. Por fim, o grupo
espacial P2; mostrou-se ser o correto durante os refinamentos, pois a estrutura
hexamérica ndo é composta por dois trimeros iguais, 0 que justificaria uma simetria

superior.

2.4.2 Resolucdo da estrutura cristalografica, refinamento e validacéo

A resolucao da estrutura cristalografica de proteinas ndo depende somente dos
dados extraidos das imagens referentes aos padrdes de difracdo. E necessario também
se ter conhecimento do parametro conhecido como “fases” para, juntamente com as
amplitudes dos fatores de estrutura obtidos a partir dos dados de difracdo, determinar a
posicdo dos atomos que compdem a proteina (DRENTH, 1993). Dentre os métodos
existentes foi escolhido o de SubstituicAo Molecular que se baseia na similaridade
previamente conhecida entre a proteina em estudo e outra com estrutura tridimensional
resolvida.

A estimativa do conjunto inicial de fases para os fatores de estrutura da proteina
Hfq de H. seropedicae foi realizada utilizando como molde a estrutura da Hfg de E. coli
(1HK9), uma vez que estas proteinas compartilham 82% de identidade (Quadro 7). A
substituicdo molecular e alguns ciclos de refinamento confirmaram o grupo espacial
como P2; com um hexamero por unidade assimétrica (conteudo de solvente de 43,3
%). A resolucédo dos dados utilizados foi de 2,6 A convergindo para um R-work e um R-
free de 0,20 e 0,28, respectivamente. As estatisticas de processamento de dados e de
refinamento estdo mostradas na tabela 5. Os valores de R-work e de R-free
correspondem a indices globais da concordancia entre o modelo estrutural e os dados
experimentais e com o objetivo de analisar esta concordancia de forma local (por
residuo) foram utilizados os indices RSCC (Real Space Correlation Factor) e RSR (Real
Space Factor). Estes indices permitem quantificar o ajuste de cada residuo na
densidade eletronica. Na figura 45 observa-se que de forma geral as regibes dos
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residuos 1-10, 48-52 e 65-69 possuem valores baixos para RSCC e altos para RSR que
indicam uma grande diferengca entre o0 mapa de densidade observado e o calculado.
Estas regibes correspondem ao N-terminal, a volta entre as fitas B3 e 4 e C-terminal
concordando com a alta flexibilidade ja esperada para estas regides.

A qualidade estereoquimica do modelo cristalografico foi avaliada utilizando-se o
programa Procheck que gerou também o diagrama de Ramachandran (Figura 46). Na
estrutura depositada, 98,3% dos residuos de aminoacidos encontram-se em regides
permitidas atestando a qualidade do modelo. Uma caracteristica que chama a atencao
sdo os residuos de asparagina 49 de todas as cadeias que se encontram em regides
generosamente permitidas e ndo permitidas. Esta conformacdo ndo usual sera

discutida abaixo.

122



TABELA 5 - Estatisticas de coleta de dados e refinamento da estrutura

cristalogréfica

Cédigo de depdsito no PDB 3SB2

Estatisticas de coleta de dados
Grupo espacial P2,
Paréametros de cela unitaria a=59,64,b=6532¢c=6099A B=1055"°
Conteudo da unidade assimétrica Um homohexamero
Comprimento de onda (A) 1,54 (anddo rotatorio)
Resolucéo (A) 66,00 — 2,63 (2,70 — 2,63)
N°. de reflexdes Unicas 13212 (977)
Redundancia 6,02 (5,78)
Completeza (%) 97,2 (94,9)
1/a(1) 29,21 (6,52)
Rsym (%) 4,5 (30,5)
R-meas(%) 4,9 (33,5)
Mosaicidade (°) 0,402

Fator B pelo gréfico de Wilson (A%) 59,9

Estatisticas de refinamento

Resolucdo (A) 23,47 - 2,63
Rwork (%) 0,20
Rfree (%) 0,28
RMSD — distancia de ligacéo (A) 0,002
RMSD — angulo de ligacao (°) 0,541
Atomos da proteina 3024
Moléculas de agua 210
Fator B médio (proteina) (A% 57,1
Fator B médio (a4guas) (A% 48,6
Regides de Ramachandran (%)
Mais favoravel 85,5
Adicionalmente permitida 12,8
Generosamente permitida 1,4
N&o permitidas 0,3

As estatisticas de Ramachandran foram calculadas com o programa PROCHEK.
Valores entre parénteses indicam as estatisticas dos dados da faixa de maior resolucgéo.
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FIGURA 45 — Qualidade do ajuste da estrutura da proteina Hfg na densidade
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Os indices RSCC (Real Space Correlation Factor) estédo registrados na parte superior
do gréfico e os indices RSR (Real Space Factor) na parte inferior em funcéo do residuo
de aminoacido. As cores dos indices correspondentes a cada cadeia estdo indicadas no
lado direito do grafico. Os valores foram calculados pelo programa Mapman.
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FIGURA 46 — Qualidade estereoquimica da estrutura cristalogréfica de Hfq
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Diagrama de Ramachandram. Regifes permitidas (A, a, B, b, L e |), regibes
generosamente permitidas (~a, ~b e ~I) e ndo permitidas (bege). Os quadrados
vermelhos destacam o numero, a cadeia e o tipo de residuo de Histidina e Asparagina
encontrado nas regifes generosamente permitidas e ndo permitidas. Figura gerada
pelo programa PROCHECK.

2.4.3 Descricdo da estrutura geral da proteina Hfq de H. seropedicae SmR1

A topologia conservada do tipo Sm de cada mondémero compreende uma a-
hélice (residuos 8-19) seguida de cinco fitas B (81, residuos 22-28; 32, residuos 31-41;
B3, residuos 43-49; B4, residuos 51-57; B5, residuos 59-66) (Figura 47A). A fita B mais
longa (B2) forma um arco que passa entre as fitas B1 e 3. Esta topologia € encontrada
em todas as estruturas disponiveis de Hfg. Um centro hidrofébico é formado por fitas
sobre o qual se acomoda a a-hélice (Figura 47C). Cinco loops conectam os elementos

de estrutura secundaria, sendo o quinto o mais longo (Figura 47C).
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FIGURA 47 — Estrutura monomérica da proteina Hfq de H. seropedicae SmR1

(A) (B)

(C)

(A) Representacdo esquematica da topologia da proteina Hfg. Cilindro representa
estrutura secundéaria do tipo a-hélice e as setas representam fitas . Os numeros
representam o comeco e fim dos elementos de estrutura secundaria referente a
sequéncia de aminoacidos. (B) Sobreposicdo dos monbémeros realizada com o
programa Pymol. As regides flexiveis estdo indicadas dentro dos circulos. (C)
Mondmero A da proteina Hfg com os residuos de histidinas 20 e 36 destacados em
azul. Figura preparada com o programa Pymol. N: extremidade N-terminal. C:
extremidade C-terminal.
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A sobreposicdo dos mondémeros que compdem a unidade assimétrica revelou
uma regido C-terminal flexivel e desordenada (Figura 47B), como relatadas por Beich-
Frandsen e colaboradores (2011) para a proteina Hfg de E. coli, que pode ser
igualmente importante na interacdo com RNAs longos. Esta analise também permitiu
avaliar similaridade estrutural calculada pelo programa SuperPose (MAITI et al., 2004).
De forma geral os mondmeros sao similares estruturalmente entre si como observado

pelos valores de desvio médio quadratico (RMSD) em torno de 1 A.

TABELA 6 — Similaridade estrutural entre os mondmeros

A B C D E F

A - - - - - -

B 0,85 - - - - -
(0,75)

C 0,91 0,94 - - - -
(0,53) (0,40)

D 1,21 1,02 0,77 - - -
(1,13) (0,86) (0,46)

E 1,29 0,99 0,96 1,13 - -
(1,17) (0,67) (0,57) (0,90)

F 1,27 1,04 1,06 1,29 1,08 -
(1,11) (0,81) (0,59) (1,07) (0,69)

A sobreposicao e as estatisticas de RMSD foram calculadas pelo programa SuperPose
(MAITI et al., 2004). Os valores fora dos parénteses levam em consideracédo todos os
atomos da proteina e os valores entre parénteses correspondem aos calculos levando
em consideracdo somente os Ca.

A proteina Hfg de H. seropedicae SmR1 tem o formato classico de anel
hexamérico, com diametro maximo de 72 A e um diametro minimo de 64 A,
apresentando uma conformacdo levemente distorcida na estrutura cristalografica
(Figura 48). A espessura do anel é de 34 A com um poro central de 13 A de diametro. A
analise da superficie eletrostatica mostra claramente que a face proximal (Figura 48)
possui mais cargas do que a regido distal (Figura 48) que € mais hidrofébica e
possivelmente esta envolvida em mecanismos de interagdo proteina-proteina. A regido
do poro central é composta de cargas positivas indicando os sitios de interacdo com
RNA (Figura 48).
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FIGURA 48 - Estrutura geral da proteina Hfq

(A) (B) (C)

Estrutura cristalografica da proteina Hfq de H. seropedicae Hfq a 2.6 A de resolucéo.
Na parte superior da figura a estrutura esta representada na forma de cartoon e na
parte inferior representacdo da superficie eletrostatica. Escala de potencial eletrostatico
calculada pela equagédo de Poisson-Boltzmann no intervalo de -5 a +5 kbT/e. Regido
em vermelho representa potencial negativo e regido azul potencial positivo. (A) face
proximal, (B) visdo lateral e (C) face distal. Superficie eletrostatica gerada pelo
programa Delphi e figuras geradas com o programa Pymol.

128



FIGURA 49 — Interac@es intermoleculares na proteina Hfq de H. seropedicae SmR1
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(A) As interacBes intermoleculares existentes na proteina Hfq estao representadas para
o par de monémeros A e F, na forma de cartoon. O envelope molecular do monémero A
€ mostrado na forma de transparéncia. As fitas B em azul e vermelho indicam as
regibes de maior contato entre os monémeros. Figuras geradas com o programa Pymol.
(B) Diagrama mostrando os residuos de aminoacido que participam das interacdes
intermoleculares. O nome das cadeias esta indicado na por¢do superior de cada fileira.
As linhas tracejadas em laranja indicam interacdes nao ligadas e as linhas azuis
ligagbes de hidrogénio. Os residuos estdo representados por elipses e coloridos de
acordo com o tipo de aminoéacido: alifaticos em cinza, aromaticos em lilas, polar nao
carregado em verde, carregados positivamente em azul, carregados negativamente em
vermelho e prolina destacado em laranja.
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TABELA 7 — Interac@es intermoleculares na proteina Hfq de H. seropedicae SmR1

Cadeias N°residuos Area de N° pontes N° pontes N° ligacbes  N° contatos

nainterface interface (A% salinas dissulfeto deH de ndo-

ligacéo
A&B 15:16 730:736 - - 6 79
B&C 18:17 812:798 - - 6 78
C&D 13:13 666:657 - - 7 63
D&E 14:13 689:711 - - 4 67
E&F 14:14 675:702 - - 8 80
F&A 16:15 720:702 - - 8 83

Informacdes obtidas com o programa PDBSUM.

O hexamero encontrado na unidade assimétrica da estrutura cristalografica da

proteina Hfg consiste também na estrutura quaternaria observada pelos experimentos
de gel filtracdo (KADOWAKI, 2008) e por SAXS como discutido na secédo 2.4.5. Os

mondémeros possuem uma superficie média de interface de 716 A? variando

provavelmente em funcdo do empacotamento cristalino (Tabela 7). Os residuos de

aminoacidos encontrados nas fitas B4 e 5 (Figura 49A) participam em maior nimero

das interacdes intermonémero. A estrutura é estabilizada principalmente por interacdes

hidrofébicas e em menor impotancia por interacdes de hidrogénio (Figura 49B e Tabela

7).
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2.4.4 Andlise estrutural comparativa

Estudos comparativos foram realizados com o objetivo de revisitar a estrutura da
familia de proteinas Hfg a fim de afirmar a conservacdo de sua conformacdo assim
como discutir elementos estruturais n&do ressaltados e discutidos anteriormente na
literatura.

A primeira questdo € o empacotamento cristalino que é diretamente relacionado
a distribuicdo de cargas superficiais que indicam particularidades que podem influir na
interacdo proteina-proteina, importante na cristalizacdo. Neste contexto, o primeiro
mapa de densidade eletronica revelou o perfil de empacotamento cristalino da proteina
Hfg de H. seropedicae. Dois monGmeros de um hexamero interagem com a regido de
poro de outro hexamero através da face distal (Figura 50), provavelmente foi este
empacotamento que permitiu o refinamento de uma regido C-terminal mais longa e
ordenada de um dos dois mondmeros que foi denominado mondmero A. Este
empacotamento é compartilhado com a proteina Hfq de P. aeruginosa, contudo difere
da proteina de E.coli onde o empacotamente leva a um empilhamento dos hexameros
que apresentam maior superficie de contato (Figura 50). O menor contato entre as
proteinas Hfq de H. seropedicae reflete-se em uma menor compactacao cristalina
constatada por um conteudo de solvente de 43%, superior aos 33% calculado para o
empacotamento cristalino da proteina Hfq de E. coli (1HK9).

Outra questdo foi a comparacdo entre o0s cinco loops que conectam oS
elementos de estrutura secundaria. Dentre eles o loop5, que liga as fitas 4 e 35,
possui 0 motivo altamente conservado YKHAI (Figura 51A) que contribui para a
formacdo do poro central. Por outro lado, o residuo Asn49, presente no loop4 que
possui uma variabilidade de aminoacidos entre as estruturas analisadas, possui uma
conformacao ndo usual como visto anteriormente no diagrama de Ramachandran. Esta
conformacao é estabilizada por uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo amida de
Asn49 e o grupo carbonil de Val51 (Figura 51B). Este residuo é conservado em E.coli
(codigos PDB: 1HK9 and 3GIB) e P. aeruginosa (codigo PDB: 1U1T) e encontra-se
igualmente em uma conformacdo ndo usual, sugerindo a sua importancia para a

atividade e ou estabilidade de Hfq. Outra particularidade deste loop é a composicéo por
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trés residuos, comum as estruturas citadas anteriormente, mas contraria a composicao
por quatro residuos encontrada nas outras Hfgs.

A estrutura cristalografica de Hfq de H. seropedicae revelou a interagdo entre os
residuos His20 e His36 que ndo esta presente nas demais estruturas de Hfqg
depositadas no PDB (Figura 51C). Estes residuos localizados no loopl e na fita B2,
respectivamente, interagem através de um empilhamento do tipo -1, podendo ser um

fator estabilizador da conformacéo da Hfqg (Figura 47C e 51C).

FIGURA 50 — Empacotamento cristalino das proteinas Hfq de H. seropedicae e de

E.coli

H. seropedicae (3SB2) E. coli (1HK9)
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FIGURA 51 — Anélise comparativa de proteinas Hfq de diferentes microrganismos
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(A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e estruturas secundarias das
proteinas Hfg com estruturas tridimensionais disponiveis no banco de dados PDB. Os
aminoacidos conservados estdo dentro de caixas e destacados de acordo com a
intensidade da cor vermelha. Os residuos de histidina 20 e 36 estado indicados por setas
largas e pretas. (B) Comparacao entre os loops 4. As estruturas estdo agrupadas pelo
namero de residuos no loop4 gque estao representados na forma de bastdes coloridos
de acordo com o tipo de atomo. As linhas tracejadas representam as interacdes que
estabilizam o loop. N: N-terminal. C: C-terminal. (C) Mapa 2mFo-DFc com um contorno
de 1,0 o em torno dos residuos 20 e 36 de histidinas.

Continuacédo da legenda na préxima pagina.
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Os cbdigos de depdésito das estruturas cristalograficas sdo 1HK9 para Escherichia coli,
1U1S para Pseudomonas aeruginosa, 1KQ1 para Staphylococcus aureus, 3HSB para
Bacillus subtilis, 3HFN para Anabaena PCC 7120, 3HFO para Synechocystis sp. PCC
6803, 2QTX para Methanococcus janaschii e 1MGQ para Methanotermobacter
thermoautotrophicum. O alinhamento das estruturas secundarias estd mostrado abaixo
do alinhamento da sequéncia de aminoacidos. As sequéncias foram alinhadas pelo
programa ClustalW e representadas pelo programa ESPript.

2.4.5 Estrutura a baixa resolucéo da proteina Hfg em solucéo

Experimentos de SAXS foram realizados com o objetivo de caracterizar
estruturalmente a proteina em solucdo. O perfil da curva de espalhamento com as
correcbes apropriadas foi obtida a uma concentracdo de 0,9 mg/mL (Figura 52A). A
linearidade na regido de Guinier (Figura 52A) indicou um sistema monodisperso e o plot
de Kratky (Figura 52B) evidenciou um pico definido e um perfil referente a proteinas
completamente estruturadas em solucéo. O raio de giro (Rg) calculado, obtido através
das analises de Guinier dos dados experimentais (Figura 52A), e a distancia maxima
(Dmax), obtida com a funcédo de distribuicdo de distancias (p(r)) (Figura 52B), foram
26,8 + 0,1 A e 80 A, respectivamente. Dméax esta de acordo com a estrutura
cristalogréafica (78,2 A), contudo Rg mostrou-se diferente (Tabela 8) devido ao ajuste
pobre da curva de espalhamento predita para a estrutura cristalografica em relacao aos
dados experimentais (Figura 52A), que levou a uma discrepancia de 5,3. Esta
discrepancia pode ser reflexo da falta de informacdo estrutural dos residuos
encontrados nas regides N e C-terminal desordenadas e suas orientagdes, assim como
a protuberancia ndo ocupada pela estrutura cristalografica observada na regido superior
do modelo ab initio. A massa molecular de 55,1 kDa foi estimada baseando-se na curva
de SAXS utilizando o método implementado no programa SAXSMow e que concorda
com os resultados de gel filtracdo e a estrutura cristalografica. Os parametros
estruturais extraidos dos dados experimentais obtidos com o experimento de SAXS

estdo sintetizados na tabela 8.
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FIGURA 52 — Analises de SAXS da proteina Hfq
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(A) Curva de espalhamento experimental da proteina Hfg a 0,9 mg/mL e o
comportamento linear observado no plot de Guinier. O ajuste dos modelos ab initio foi
calculados pelo programa DAMMIF. (B) Funcéo de distribuicdo de distancias derivados
da curva experimental utilizando o programa GNOM. No quadro menor encontra-se 0

plot de Kratky obtido dos dados experimentais.

135



O melhor modelo ab initio foi obtido através da imposicao de simetria de ordem 6
nos célculos realizados pelo programa DAMMIN. Vinte modelos independentes foram
gerados com baixa discrepancia, indicada pelo indice NSD (normalized spatial
discrepancy) de 0,6. A curva do modelo ajustou-se adequadamente a curva
experimental de SAXS como atestado pelo valor de y de 1,43. As estruturas a baixa e
alta resolucdo (por SAXS e cristalografia) foram sobrepostas e mostraram um bom
ajuste (Figura 53). Estes resultados mostram que a estrutura cristalografica da proteina
Hfq de H. seropedicae € mantida em solucao.

Este € o segundo relato na literatura sobre a caracterizagdo estrutural da
proteina Hfg em solucédo pelo método de SAXS. O primeiro relato foi para a proteina
Hfg de E. coli com o objetivo de descrever a fun¢éo da regido C-terminal desta proteina
(BEICH-FRANDSEN et al., 2011). Estes autores realizaram medidas com a proteina
nativa e com uma delecdo dos ultimos trinta e sete residuos de aminoacidos que
revelaram uma flexibilidade e desordem na porcéo C-terminal. Este trabalho mostrou
qgue a estrutura cristalografica era menor do que o modelo de envelope molecular
justificado pela presenca da regido C-terminal cuja contribuicdo espacial foi observada
somente por SAXS. Esta caracteristica também foi observada em menor escala para a
proteina Hfg de H. seropedicae SmR1 e sugerida em funcdo da discrepancia entre a
estrutura cristalografica e o envelope molecular ab initio. Este menor efeito pode ser
justificado em funcgdo da regido C-terminal ser mais curta para a proteina Hfq de H.
seropedicae quando comparada a de E. coli. Os dois modelos mostram que a proteina
Hfg mantém a conformag&o hexamérica e em forma de anel em solugdo assim como

destacaram a flexibilidade da porgcéo C-terminal.
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FIGURA 53 — Estrutura a baixa resolucéo da proteina Hfg em solucéo

90°

Envelope ab initio a baixa resolucdo (cinza) sobreposto a estrutura cristalografica
(vermelho). A sobreposicdo foi realizada pelo programa SUPERCOMB. A figura foi
preparada com o programa Pymol.

TABELA 8 — Parametros estruturais obtidos com os dados de SAXS da proteina
Hfq

Hfg(Exp)’ Hfg(Dam)* Hfg(Crys)*

MW (kDa)¢ 55,1 -

Oligbmero 6 - 6
Rg (A)* 25,99 + 0,07 - -
Rg (A)* 26,80 + 0,10 23,73 22,3
Dmax (A)** 80 76,03 78,2
Resolucio (A) 28 28 2,63
Discrepancia () - 1,43 5,31
NSD - 0,6 -

¢ Calculado a partir do programa SAXSMoW.

T Valores calculados a partir de dados experimentais.

* Parametros calculados a partir dos modelos de atomos dummy.

" Calculado a partir do plot de Guinier.

™ Calculado a partir da funcéio de distribuicéio de distancias.

2 valores calculados com o programa CRYSOL.

Resolugao: 21/qmax

x Calculado com o programa DAMMIN.

NSD (normalized spatial discrepancy) calculado com o programa DAMAVER.
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2.5 CONCLUSOES

o A estrutura da proteina Hfq de Herbaspirilum seropedicae estirpe SmR1 foi
resolvida por cristalografia a uma resolucdo de 2,6 A, e corresponde a primeira
estrutura de uma chaperona de RNA de uma bactéria diazotrofica e endofitica.

o A proteina Hfq apresentou a topologia Sm conservada.

o A estrutura permitiu a discussao de duas diferentes conformacdes para o loop4

sugerindo que esta regido € importante para a funcéo protéica.

o Dois residuos de histidinas encontrados somente na estrutura de Hfg de H.
seropedicae interagem através de um empilhamento do tipo - e podem ser

importante na estabilizagéo da estrutura.

o O envelope ab initio calculado a partir dos experimentos de SAXS sugere que a

conformacao observada na estrutura cristalografica € mantida em solucao.
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