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RESUMO

A familia de proteinas PIl é uma das mais amplamente distribuida familia de
proteinas transdutoras de sinais na natureza. As PIl tém sido descritas como sendo
proteinas chave na regulagcdo do metabolismo de nitrogénio. As proteinas PIl sdo
capazes de sensoriar sinais de nitrogénio, carbono e energia. As proteinas PII
controlam a atividade de diversas proteinas alvo através de interacdo proteina-
proteina. Tais interagbes sdo moduladas pelos niveis celulares de glutamina, 2-
oxoglutarato e a razdo ATP/ADP. Estes metabdlitos regulam a capacidade das
proteinas PIl de alterar sua conformacao tridimensional e isto, por sua vez, afeta a
habilidade de PIl de interagir com suas diferentes proteinas alvo. Devido a
capacidade unica das proteinas PIl de sensoriar importantes metabdlitos celulares
acredita-se que o numero de vias metabdlicas reguladas por PIl seja bem maior do
que as interagdes ja descritas na literatura. Recentemente, em Arabdopisis thaliana,
Pl foi reconhecida como sendo capaz para interagir com a proteina carreadora de
carboxil-biotina (BCCP), uma das subunidade da acetil-CoA carboxilase (ACC), a
enzima que catalisa a primeira e irreversivel etapa da sintese acidos graxos. A ACC
teve sua atividade inibida em até 50% na presenca da proteina PIll em A. thaliana.
Neste trabalho, foi hipotetisado que a interacdo PII-BCCP seria um evento
conservado também em bactérias. Ensaios in vitro utilizando as proteinas
purificadas de Escherichia coli confirmaram essa hipotese. Além disso, foi verificado
gue a interacao entre as proteinas Pll e BCCP de E. coli é afetada positivamente por
MgATP e negativamente por 2-oxoglutarato, de maneira dose dependente. A
interacao foi modestamente afetada pela uridililagdo de PII, no entanto, o estado de
biotinilacdo de BCCP foi fundamental para a interagdo, ocorrendo somente com a
BCCP biotinilada. No presente estudo, foi demonstrado que somente a proteina PII
GInB, mas nao a proteina Pll GInK, de E. coli é capaz de formar complexo ternario
com as subunidades BCCP e BC da enzima acetil-CoA carboxilase. Além disso,
resultados preliminares indicam que GInB, mas ndo GInK, é capaz de inibir

parcialmente a atividade da ACC de E. coli in vitro.
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ABSTRAT

The PII family comprises one of the most widely distributed family of signal
transduction proteins in nature. The PIl proteins have been described as keys
regulator of the nitrogen metabolism in bacteria. The Pl proteins are able to act as
nitrogen, carbon and energy sensors. PII proteins control the activities of a diverse
range of targets proteins through direct protein-protein interaction. These protein
interactions are, in turn, modulated by the cellular levels of glutamine, 2-OG and the
ATP/ADP ratio. These metabolites act to regulate the ability of PII proteins to switch
between different conformations, thereby affecting the ability of PII to interact with its
target proteins. Given the ability of Pll to sense key metabolic signals it was
suggested that the number of metabolic pathways regulated by PII is larger than
currently described. It was reported recently, in Arabdopsis thaliana, that Pll interacts
with the biotin carboxyl carrier protein (BCCP), a component of the acetyl-CoA
carboxylase (ACC), the enzyme which catalyzes the first and committed step in fatty
acid biosynthesis. In A. thaliana, the ACC activity was inhibited in 50% in the
presence of PII. In this work it was hypothesized that the PII-BCCP interaction would
be conserved throughout Bacteria. In vitro experiments using the purified proteins
confirmed that the PII-BCCP interaction is conserved in Escherichia coli. The E. coli
BCCP-PIl interaction responded positively to MgATP and negatively to 2-
oxoglutarate, in a dose dependent manner. The interaction was modestly affected by
the posttranslational uridylylation status of Pll; however, it was completely dependent
on the posttranslational biotinylation of BCCP. We also showed that GInB but not
GInK can form a ternary complex together with the BCCP and biotin carboxylase
(BC), components of ACC. Moreover, preliminary results suggested that GInB but not
GInK can inhibit the ACC activity in vitro.
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1 INTRODUCAO

1.1 Proteinas da familia PII

As proteinas da familia Pll sdo proteinas transdutoras de sinais que integram
o metabolismo de nitrogénio e carbono com o status de energia. As proteinas da
familia Pll sdo uma das proteinas transdutoras de sinais mais amplamente
distribuidas na natureza, encontradas em Bactéria, em Archaeas fixadoras de
nitrogénio e no cloroplasto de eucariotos fototréficos (algas vermelhas e plantas)
(FORCHHAMMER, 2008).

As proteinas PIl regulam a atividade de outras proteinas em virtude de sua
capacidade de interacdo proteina-proteina, regulando assim, diversos alvos tais
como proteinas de membrana, enzimas e fatores de transcricdo (LEIGH e
DODSWORTH, 2007; FORCHHAMMER, 2008).

As proteinas Pll podem ser divididas em trés subfamilias de proteinas,
codificadas pelos genes ginK, ginB e nifl. As proteinas GInK e GInB de E. coli estéo
proximamente relacionadas e possuem muitas fungdes sobrepostas. Por sua vez a
proteina Nifl estd mais relacionada a funcdo de regulagdo pds-traducional da
nitrogenase e é restrita a Archaea fixadora de nitrogénio e a algumas bactérias
anaeroébicas (FORCHHAMMER, 2008; HUERGO, CHANDRA e MERRICK, 2012).

A fixacdo biolégica do nitrogénio € catalisada pela enzima nitrogenase, a
forma mais comum desta enzima é constituida pelas proteinas NifH (dinitrogenase
redutase) e NifDK (dinitrogenase). Os genes nifl sado nifl1 e nifl2 e estdo localizados
entre os genes nifH e nifD (KESSLER e LEIGH, 1999). Os genes nifl codificam as
proteinas Nifl1 e Nifl2 que formam um hetero-oligbmero, possivelmente um
dodecamero, na presenga de 2-OG. Essas proteinas sdo capazes de se ligar a
subunidade NifDK da enzima nitrogenase, inativando-a in vitro. Na auséncia de 2-
OG e presenca de MgATP as Nif1 e Nifl2 ligam-se a NifDK e inibem a ligagéo da
subunidade NifH, tornando a nitrogenase inativa (DODSWORTH, 2005).

As proteinas PIl de E. coli, GInB e GInK, sdo as proteinas mais bem
estudadas entre as proteinas PIl. As proteinas PIll de E. coli apresentam 112
residuos de aminoacidos e sdo homotriméricas, formando uma estrutura em forma
de barril. Cada monémero apresenta 2 cadeias alfa-hélices e seis folhas-beta. Essa

estrutura esta arranjada de tal forma que 2 cadeias alfa-hélices e 4 cadeias folhas-
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beta formam um duplo motivo beta-alfa-beta conectados por uma longa volta,
chamada de volta-T, com 19 residuos de aminoacidos. Uma segunda volta chamada
volta-B, menor que a volta-T, ocorre entre a segunda alfa-hélice e a quarta folha
beta. Ha ainda uma terceira volta, a volta-C, localizada entre a quinta e sexta folha-
beta, na por¢cdo C-terminal (FIGURA 1) (CHEAH et al., 1994). Essas regides sao
bastante conservadas dentro da familia Pll e no trimero de PIl as voltas B, Ce T
constituem a fenda de ligagao entre as subunidades para os efetores ATP, ADP e 2-
OG (HUERGO, CHANDRAN e MERRICK, 2012).

Volta-B

Volta-C

FIGURA 1 - Estrutura geral de Pll — GInK de E. coli

Cada mondémero esta representado em diferentes cores. A volta-T esta representada em linha
tracejada. A esquerda a vista superior da proteina e a direita a vista lateral. Em estrutura de bastéo
em amarelo se tem representado o ADP, na fenda entre subunidades.

FONTE: Forchhammer (2008)

A volta-T parece favorecer fortemente a interagdo das proteinas PIll com
proteinas alvo, isso pode ocorrer devido a sua alta flexibilidade (FORCHHAMMER,
2008). Foi demonstrado que a interagcdo de GInB de E. coli com alguns de seus
alvos tais como adenililtransferase (GInE), uridililtrasferase (GInD) e a proteina
Histidina quinase NtrB sdo altamente dependentes da volta-T (JAGGI et al, 1996;
JIANG et al, 1997a; JIANG et al, 1997b).

A volta-T pode adotar multiplas conformagdes em resposta a presenca de
determinadas concentragdes dos efetores ATP, ADP e 2-OG (2-oxoglutarato), os
quais regulam as proteinas PII alostericamente. Em Synechococcus elongatus foram
verificadas até 3 moléculas de ATP, 2-OG e Mg®* ligadas simultaneamente em cada

trimero na estrutura de cristal. Em S. elongatus e E. coli ATP e 2-OG apresentam
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cooperatividade negativa de ligagdo, de tal modo que o Ky da segunda e terceira
molécula aumenta consideravelmente em relagdo ao Ky da primeira molécula
(FOKINA et al, 2010b; KANBEROQYV et al, 1995; JIANG, PELISKA e NINFA, 1998a).

FIGURA 2 - Estrutura geral de PIl - GInB de E. coli.

Cada mondmero esta representado em diferentes cores. Na volta-T esta representado o residuo do
aminoacido tirosina 51

FONTE: Huergo, Chandran e Merrick (2012).

Em Proteobactéria, as proteinas Pll podem ser modificadas por ligagcéo
covalente de um grupo uridilil. A volta-T possui um residuo bastante conservado de
tirosil 51 (Tyr51) ao qual pode ser adicionado covalentemente um grupamento uridilil
(UMP) em cada monbémero (FIGURA 2). A desuridililagdo das proteinas PIl é
catalisada pela atividade removedora de uridilil (UR) da enzima GInD, quando sob
choque de aménio. A uridillacdo € promovida pela atividade uridiliitransferase
(UTase) da proteina GInD, que ocorre em resposta a baixa concentragdo de
nitrogénio extracelular. Os niveis de nitrogénio s&o sinalizados por glutamina
intracelular. Sob choque de amdnio, o nivel de glutamina intracelular é alta e as PII
sdo desuridililadadas por GInD, quando sob baixo nitrogénio, glutamina € baixa e as
Pll sao uridililadas (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998a).

As proteinas PIl possuem fungdo sensorial. Esse conceito € sustentado pela
sinalizacdo de 2-OG, glutamina e da taxa ATP/ADP aos correspondentes status de
carbono, nitrogénio e energia intracelular, respectivamente. As proteinas PIl s&o

modificadas conformacionalmente de acordo com os niveis de 2-OG, glutamina e
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ATP/ADP, tendo assim, suas fungdes reguladas (HUERGO, CHANDRA e
MERRICK, 2012).

Conforme as mudangas na disponibilidade de nitrogénio, a atividade de
certas enzimas-chave e de fatores de transcrigdo sao controlados em bactéria por
um sistema de controle do metabolismo geral de nitrogénio, o sistema Ntr (sistema
de regulacéo de nitrogénio), no qual as proteinas da familia Pll sdo atuantes através
de interacdo com proteinas-chave. Em geral, em outros géneros de bactéria o
sistema Ntr funciona de forma semelhante ao de E. coli (MERRICK & EDWARDS,
1995).

Em E. coli, a concentragdo de 2-OG sob alta disponibilidade de nitrogénio foi
mostrada em até 1,5 mM e sob baixa disponibilidade de nitrogénio em até 0,1 mM.
Estes dados sugerem que a concentragdo de 2-OG pode ser indicador do status de
nitrogénio celular. Deste modo, PIll é capaz de perceber o status de nitrogénio por
meio de duas moléculas, glutamina e 2-OG (RADCHENKO et al, 2010). A real gama
fisiolégica da concentracdo de 2-OG intracelular € dificil de se mensurar, havendo
bastante discrepancia na literatura, no entanto, acredita-se que o minimo de 2-OG
intracelular ocorra em torno de 30 uM (JIANG e NINFA, 2009).

O 2-OG é uma molécula intermediaria do ciclo do acido citrico que tem sido
descrita como sendo sinalizadora intracelular dos niveis de carbono. O nivel de 2-
OG é significativamente reduzido quando E. coli € submetida a privagdo de carbono
(YAN, LENZ e HWA., 2011). Além disso, um estudo recente mostra que 2-OG atua
como o mais importante metabdlito regulador da sintese de proteinas, por inibir a
producédo de cAMP (YOU et al.,, 2013). Recentemente, uma nova fungéo de PII
relacionada a percepgado de carbono foi reconhecida. Em Arabdopsis thaliana, a
proteina PIl plastidial foi capaz de regular a atividade da acetil-CoA-carboxilase
(ACC). Neste caso, PIll de planta foi capaz de inibir ACC na presenga de MgATP,
mas nao na presenca de MgATP e 2-OG. (FERIA BOURRELLIER et al, 2010). Os
resultados que serdo apresentados neste trabalho sugerem que a interagéo entre PII
e ACC é conservada em procariotos, o que suporta que as proteinas PII
desempenham um importante papel no controle do metabolismo de carbono em
bactérias. Mais detalhes sobre a enzima acetil-CoA carboxilase serdo explorados a
seqguir.

Escherichia coli € pertencente a classe y das Proteobactérias e tem sido

amplamente usada como modelo experimental para o estudo de muitos sistemas
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biolégicos. Os fundamentos do conhecimento que se tem sobre o controle do
metabolismo de nitrogénio em Bactéria foi quase que por completo proveniente de
pesquisas com bactérias entéricas, principalmente com E. coli. Além disso, ha
muitas evidéncias de que os principios fundamentais aprendidos em E. coli se
aplicam aos processos de controle de do metabolismo de nitrogénio de outros
géneros de Bactéria (MERRICK & EDWARDS, 1995). Neste trabalho, foi adotado E.

coli como organismo modelo de estudo de proteinas PII.

1.2 Acetil-CoA carboxilase

A acetil-CoA carboxilase (ACC [EC 6.4.1.2]) pertence a onipresente familia de
enzimas que requerem biotina como co-enzima para catalisar a carboxilagéo,
descarboxilagado e transcarboxilacdo de metabdlitos. A ACC catalisa a carboxilagao
de acetil-CoA a malonil-CoA em plantas, animais e bactérias (WAKIL et al., 1983;
POLYAK et al., 2012). Existem dois tipos fisicamente distintos desta enzima na
natureza. Bactérias e a maioria dos cloroplastos das plantas possuem a acetil-CoA
carboxilase multi-subunidades (MS-ACC), composta por CT (carboxiltransferase) em
suas subunidades alfa e beta, BC (biotina carboxilase) e BCCP (proteina carreadora
de carboxil-biotina). Em mamiferos, fungos e no citosol de plantas ocorre a forma
polipepitidica unica e multifuncional da acetil-CoA carboxilase (CRONAN JR e
WALDROP, 2002). Ha também algumas formas intermediarias da ACC, como na
bactéria gram positiva Streptomyces coelicolor em que se encontram os complexos
BC-BCCP e CTa- unidos (DIACOVICH et al., 2002).

Em humanos, ocorrem duas isoformas de ACC, a ACC1 e a ACC2. A ACC1,
que ocorre no figado, tecido adiposo e glandulas mamarias, esta envolvida na
sintese de acidos graxos. Ja a outra isoforma, a ACC2, que € encontrada no figado,
no coragdo e na musculatura esquelética, esta envolvida na inibicdo da oxidacao
dos acidos graxos (POLYAK et al., 2012).

A ACC é atuante na primeira e limitante etapa da sintese de acidos graxos.
A reacao catalisada pela ACC ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, catalisada
pela subunidade BC, ocorre a transferéncia de um grupo carboxil do bicarbonato
para a biotina ligada a BCCP de maneira dependente de hidrolise de ATP. Na
segunda etapa, o grupo carboxil ligado a biotina é transferido pela CT para o acetil-
CoA formando o malonil-CoA e regenerando a BCCP biotilinada (FIGURA 3)
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(ALBERTS et al., 1969, ALBERTS et al., 1971; GUCHHAIT et al., 1971).

ATP + HCO3~ ADP + Pi

&4/\\//0 -
<
* ) \\ Biotina Carboxilase
CT )

Carboxiltransferase

Malonil-CoA  Acetil-CoA

FIGURA 3 -Esquema da reacgao catalisada pela acetil-CoA carboxilase
FONTE: O autor (baseado em Cronan Jr e Waldrop, 2002)

Os genes para BCCP (accB) e BC (accC) sédo co-transcritos em E. coli
(JAMES e CRONAN Jr, 2004; LI e CRONAN JR, 1992a). Por sua vez, os genes que
codificam as subunidades a (accA) e B (accD) de CT estdo localizados em lados
opostos do cromossomo de E. coli (LI e CRONAN JR, 1992a). A localizagdo dos
genes de MS-ACC de plantas varia conforme a espécie. Em plantas mais primitivas
0s genes accC e accD estdo juntos com accB no genoma do cloroplasto. Ja em
plantas modernas apenas accC pertence ao genoma do cloroplasto. Com isso,
acredita-se que a ACC multi-funcional das plantas tem origem da MS-ACC de
bactéria (FIGURA 4) (HUANG et al., 2002; CRONAN JR e WALDROP, 2002). Além
disso, as enzimas ACC dos diferentes organismos, independente do numero de
subunidades, possuem significante conservagao de aminoacidos.

Em bactérias, a sintese de acidos graxos tem como principal finalidade a
manutencao e constituicio de membrana celular, sendo a etapa limitante da sintese
de fosfolipideos em Bactéria. Os fosfolipideos possuem um unico papel em Bactéria,
o de constituicdo da membrana celular (LI e CRONAN JR, 1993). Em organismos
unicelulares a membrana celular € uma estrutura critica na defesa e comunicacao
com fatores externos. Sendo assim, a ACC torna-se um alvo potencial e importante
de drogas no desenvolvimento de antibidticos contra certas bactérias patogénicas
(POLYAK et al., 2012).

Em humanos e outros animais a formacdo em excesso de acidos graxos de

cadeias longas e de triacilglicerideos podem estar associada a disfungdes
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hormonais e a sindromes metabdlicas, levando a obesidade e a problemas
cardiovasculares. Sendo assim, a possibilidade de um agente terapéutico seria de
grande valia no tratamento. Por isso, a ACC humana, poderia ser alvo de novos
agentes terapéuticos contra a obesidade epidémica (TONG, 2005). Outras
patologias humanas também tém motivado o estudo da ACC e sua regulagao, tais
como infecgdes microbianas, diabetes e o cancer.

Fatores ambientais e tecnolégicos também visam explorar o conhecimento
sobre a ACC e sua regulagdo, como o desenvolvimento de herbicidas e
biocombustiveis. A producdo de lipideos e seus derivados por plantas e
microorganismos tém sido amplamente estudados com o intuito de aplicagbes na
producdo de acidos graxos poliinsaturados, biocombustiveis e bioplasiticos
(SCHIRMER et al., 2010; HUERLIMANN e HEIMANN, 2013; BOKINSKY et al., 2011;
HOWARD et al., 2013; LENNEN e PFLEGER, 2012).

Ha um grande numero de compostos naturais e artificiais descritos capazes
de inibir seletivamente a ACC de humanos, plantas, bactérias e fungos. Tais
compostos de maneira geral ligam-se especificamente a uma subunidade
interferindo direta ou indiretamente nos sitios ativos da ACC. Pequenas diferencas
estruturais e entre as sequéncias de aminoacidos possibilitam a seletividade dos
compostos inibidores para com as ACC de humanos, plantas, bactérias e fungos
(LUO et al., 2012). Compostos com afinidade a determinadas sequéncias de
residuos de aminoacidos de ACC vem sendo desenvolvidos com base no seu
conhecimento estrutural e regulatério. Por isso é importante estudar os mecanismos
bioquimicos da ACC sobre os quais ha um limitado conhecimento em bactérias.

O desenvolvimento de biocombustiveis provenientes de E. coli € uma possivel
solucdo para a minimizacdo da dependéncia dos combustiveis fdésseis. Os
biocombustiveis atuais (alcoois e diesels) necessitam de dispendioso
processamento e ndo possuem total compatibilidade com os motores de combustéo
que predominam no mercado (NATIONAL RENEWABLE ENERGY LABORATORY,
2009; YUKSEL e YUKSEL, 2004; HANDKE, LYNCH e GILL, 2011). A produgéo de
biocombustivel idéntico estrutural e quimicamente a hidrocarbonetos de origem
petrolifera em E. coli € considerada muito promissora. Explorando o rol de acidos
graxos livres produzidos é possivel desvia-los para biossintese de alcanos por
engenharia genética (HOWARDS et al., 2013). A superexpresséo de ACC em E. coli

aumentou em até 100 vezes a quantidade de malonil-CoA e 6 vezes a produgao de
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acidos graxos livres (DAVIS e CRONAN JR et al.,, 2001). Além disso, a estreita
regulagdo da taxa BC:BCCP parece ser crucial para o crescimento de E. coli e
producédo de acidos graxos (ABDEL-HAMID e CRONAN JR, 2007). Por isso,
conhecendo-se melhor os principios bioquimicos de regulagdo dessas subunidades
da ACC seria possivel aumentar consideravelmente o rendimento da produgao de

acidos graxos e, consequentemente, de biocombustiveis.

1.2.1 Subunidades da acetil-CoA carboxilase

1.2.1.1 Biotina carboxilase — BC

A biotina carboxilase é a subunidade da acetil-CoA carboxilase que catalisa a
carboxilagdo dependente de biotina ligada a BCCP. A reagao ocorre, primeiramente,
pela desprotonagao do bicarbonato e ataque ao fosfato-y do ATP, gerando ADP e
um carboxifosfato. A decomposigédo deste intermediario produz fosfato inorganico e
CO,. Em seguida, o atomo N1 da biotina € desprotonado por um 6xido de fosfato,
possibilitando o ataque de um CO; a este atomo gerando, assim, a carboxi-biotina
ligada a BCCP. Depois disso a reagdo segue pela translocagao da carboxi-biotina
para o sitio ativo da CT, a qual vai descarboxilar a biotina e transferir o CO, para o
acetil-CoA gerando malonil-CoA (FIGURA 4) (TONG, 2005).

BC possui atividade catalitica independente das demais subunidades
(WALDRORP et al., 1994) e é capaz de hidrolisar ATP lentamente na auséncia de
biotina. No entanto, a hidrélise de ATP por BC somente ocorre quando complexada
as outras subunidades BCCP e CT na presenca de acetil-CoA, e assim, impedindo a
hidrolise desnecessaria de ATP (BROUSSARD et al.,, 2013a). Na presenga de
BCCP, ou biotina, BC sofre uma modificacdo conformacional que aumenta a
hidrélise de ATP em 1100 vezes (BLANCHARD et al., 1999).

A proteina BC é homodimérica e cada mondbmero € constituido por 449
residuos de aminoacidos (49,4 kDa) e possui os dominios N-terminal, o dominio B e
o dominio C-terminal. O dominio N-terminal é composto por cinco fitas de folhas (3-
pregueadas paralelas flanqueadas por quatro a-hélices (WALDROP et al., 1994). O
dominio B é uma porgao muito flexivel da proteina que se estende a porg¢ao globular
da proteina dobrando-se em duas cadeias a-hélices e trés folhas-p (THODEN et al.,

2000). O dominio C-terminal faz parte da porgao globular da proteina e possui oito
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cadeias folhas-f3 anti-paralelas, trés cadeias menores folhas- antiparalelas e sete a-
hélices (FIGURA 5) (WALDROP et al., 1994).

O sitio de ligacdo do ATP em BC de E. coli pode ser dividido em 3 diferentes
regioes, a regido de ligagdo da adenina (1), a regido de ligagdo da ribose (2) e a
regido de ligacéo do grupo fosfato (3). A regido de ligacdo da adenina abrange aos
residuos dos aminoacidos E201, L294, [157-K159, L278 e 1287. A regido de ligagao
da ribose é composta pelos residuos H209, Q233, H236 e H438. E na regido de
ligacdo dos fosfatos estdo envolvidos os residuos K116, K159 e a volta rica em
glicina (residuos 161 e 168). Esses residuos de BC sdo conservados em varias
espécies de bactérias. BC é uma proteina dimérica e a interface de ligagao entre
seus monémeros envolve a arginina 331, que fica estendida uma em diregao a outra
na estrutura cristalina (MOCHALKIN et al., 2008).
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FIGURA 4 - Mecanismo da reacio catalisada pela ACC de E. coli
FONTE: Tong (2005)

Os residuos de aminoacidos importantes para interagir com o bicarbonato sao
o0 R292, o V295 e o E296, que interagem com os atomos de oxigénio 1, 2 e 3 do
bicarbonato respectivamente. Por sua vez os residuos Y82, V295 e R338 parecem

ser importantes para a interagao da biotina com o sitio ativo de BC. O ion magnésio
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esta em interagdo com os residuos E276 e E288 na estrutura de cristal de BC na
presenga de MgADP (CHOU, YU e TONG, 2009).

A estrutura de cristal de BC revelou dois fons Mg®* no sitio de ligacdo do ATP
(MOCHALKIN et al., 2008). A interface dimérica é formada pelos dominios C-
terminais. BC pode-se dizer que se apresenta sob duas formas, uma aberta e nao
catalitica e outra fechada e catalitica ligada ao ATP. A forma fechada € induzida pela
ligagdo do ATP no sitio de ligagdo, gerando uma rotagédo de 45° do dominio B para
dentro da estrutura (MOCHALKIN et al., 2008).

Dominio B

C-terminal

N-terminal

FIGURA 5 - Estrutura geral de BC de E. coli

Os dominios da enzima BC estéo representados em diferentes cores. Em vermelho o N-terminal,
em rosa o C-terminal e em amarelo o dominio B .

FONTE: Waldrop et al. (1994)
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1.2.1.2 Carboxiltransferase — CT

O componenente da ACC que catalisa a transferéncia do grupo carboxil
ligado a biotina para o acetil-CoA € a proteina CT. Apds a translocagédo da carboxi-
biotina ao sitio ativo da CT, ocorre a descarboxilagdo da carboxil-biotina, deixando o
atomo N1 da biotina livre para desprotonar o grupo metil do acetil-CoA (FIGURA 4).

Na figura 6, esta representada a estrutura de cristal de CT que confirmou a
estrutura heterotetramérica de CT (02B2). A estrutura geral do tetrdmero € uma
pirdmide triangular truncada em sua base. O oligbmero é um dimero de dimeros
ligados por um eixo que atravessa uma cavidade central e se estreita gradualmente
a partir de uma abertura de um didmetro de 13 A e uma profundidade de 23 A com a
superficie inacessivel ao solvente. As subunidades a e B sdo estruturalmente
homodlogas o que sugere que sejam originadas de duplicagado génica e convergéncia
a partir de um ancestral com uma CT monomérica (BILDER et al., 2006).

A carboxiltransferase possui atividade catalitica independente das demais
subunidades da ACC (WALDROP et al., 1994). A por¢ao CT é composta pelas
subunidades a e B. Em E. coli CT forma um heterotetrdamero composto por 2
subunidades a de 319 aminoacidos (35,1 kDa) e 2 subunidades [ de 304
aminoacidos (33,2 kDa) (BILDER et al., 2006). Tanto a subunidade a quanto 3 séo
formadas por um nucleo de repetidos motivos B-B-a. Além disso, a subunidade B
possui em sua porgdo N-terminal uma estrutura em dedo de zinco (dominio Zn)
(FIGURA 6). Ha 4 subdominios (HS1a, HS2a, HS13 e dominio de Zn) representados
na figura 6, estes podem servir como um controle de trafego na plataforma catalitica
dos substratos e produtos (BILDER et al., 2006).

O dominio Zn permite a CT ligar-se inespecificamente ao DNA e a heparina
(BENSON et al., 2008). A CT se liga de forma especifica ao mRNA codificante das
subunidades a e 3, regulando a prépria tradugédo. Mutagéo nas cisteinas 27, 30, 46 e
49 do dominio dedo de zinco diminuiram a atividade catalitica e a ligagdo a mRNA.
Acredita-se que essa capacidade de regulacdo da propria tradugdo ocorra em
resposta ao status celular de acetil-CoA (FIGURA 7) (MEADES et al., 2010).
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FIGURA 6 — Estrutura geral de CT a e B de Staphylococcus aureus

Cada mondémero esta representado em diferentes cores (em verde a subunidade a e em roxo a B). A
plataforma catalitica representada é formada pelas cadeias folhas- B 5 e 7 na subunidade a e 10 e 12
da subunidade B. A linha tracejada representa o suposto deslocamento da regido HS1a (HS —

Subdominios Helicoidais).
FONTE: Bilder et al. (2006)

Fase estaciondria

glucose

i

acetil-CoA

CT

acidos graxos

T'

accA

.0 0

—>% CT

3

accD

cromossomo

Fase log

glucose

|

acetil-CoA ——

\&
mRNA 5’ ﬁf
o

CT

o —— acidos graxos

5' » CT
. p
1 1
accA accD

cromossomo

FIGURA 7 - Esquema da autoregulagao da transcri¢dao da CT de E. coli

FONTE: Meades et al. (2010)
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Durante a fase estacionaria, quando a sintese de novo de acidos graxos é
desnecessaria, 0 nivel de glucose é baixo e assim o nivel de acetil-CoA também é
baixo. O baixo nivel de acetil-CoA permite que a CT ligue-se ao mRNA para a
prépria transcricdo, das suas subunidades a e B. Nesse estado a ACC tem sua
atividade controlada a nivel traducional. Por sua vez, durante a fase log, a biogénese
da membrana se faz necessaria e nesse momento celular a glicose € abundante,
logo, acetil-CoA torna-se abundante e liga-se a CT desligando-a do mRNA préprio e
assim, permitindo a transcricdo das subunidades da CT a e 3. Deste modo, a ACC
pode atuar na sintese de acidos graxos em uma rapida resposta ao estado
metabdlico celular (FIGURA 7) (MEADES et al., 2010).

Os residuos de aminoacidos importantes envolvidos na interface entre as
subunidades a e B séo 1181, L185 e L209 no monémero a e L174, M177 e A208 no
mondmero B. Dois conservados residuos sdo encontrados no sitio ativo, G204 e
G205 (BILDER et al., 2006), estes formam uma fenda oxianion que €& tida como
importante para estabilizar um intermediario enolato formado durante a
descarboxilagdo da carboxil-biotina na CT homdloga da propionil-CoA carboxilase
(PCC) em Streptomyces coelicolor (DIACOVICH et al., 2004).

As duas subunidades de CT se arranjam de tal forma que formam dois sitios
ativos em faces opostas da proteina, sendo que a subunidade a liga-se a biotina e a
subunidade [ liga-se ao acetil-CoA, formando uma cavidade central que se estreita
gradualmente (23 — 13 A) e simetricamente em direcdo ao interior da proteina
(FIGURA 7) (BILDER et al., 2006). A proteina CT é pertencente a superfamilia das
crotonases, que caracteristicamente sdo dimeros de dimeros que se arranjam
simetricamente a formar uma superhélice B-B-a que tem como funcéo estabilizar
anions enolato, intermediario de substrato acil-CoA (HOLDEN et al., 2001). Os
residuos de aminoacidos que estabilizam os oxiénios s&o as glicinas 206 e 207 da
subunidade a e as glicinas 204 e 205 da subunidade 3 (BILDER et al., 2006).

1.2.1.3 Proteina carreadora de carboxil-biotina — BCCP

A proteina carreadora de carboxil-biotina (BCCP) é a subunidade da ACC
encarregada de carrear a biotina, do sitio ativo de BC para o de CT, para possibilitar
a ligacdo de um grupo carboxil a biotina e entdo transferi-lo para o acetil-CoA
formando o produto final malonil-CoA (FIGURA 8).
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A BCCP sofre uma modificacdo covalente pds-traducional necessaria a sua
atividade. Essa modificagdo € a ligagcdo da biotina no residuo do aminoacido lisina
122. Essa reacéo é catalisada pela enzima BirA ou proteina biotina ligase (BPL). Em
Escherichia coli a BCCP é a unica proteina biotinilada (CHAPMAN-SMITH e
CRONAN JR, 1999a). A BirA é uma proteina monomérica de 35 kDa que possui sua
estrutura tridimensional parcialmente determinada pois muitas regides nao foram
bem definidas na estrutura cristalina (WILSON et al., 1992). A reacgao de biotinilagao
ocorre em 2 etapas: na primeira etapa a BirA catalisa o ataque do oxigénio
carboxilato da biotina no fosfato a do ATP, formando pirofosfato e biotinoil-AMP,
também chamado de biotinoil-adenilato. Na segunda etapa o grupo €-amino da lisina
122 da BCCP ¢é atacado nucleofilicamente pelo atomo do carbono anidrido formado,
liberando o AMP e, assim, formando a ligacdo amida que une covalentemente a
biotina a lisina da BCCP (CHAPMAN-SMITH e CRONAN JR, 1999b).

Mg-ATP CoA
o=
HCO5 CHg
O —
(a8 Translocagéo da biotina @)
N N
N N
H H

", N\
i, W
iy \

", N
i, 8
/,,/ o
K B C C P «

FIGURA 8 - Esquema da translocagao da biotina por BCCP
FONTE: Tong (2005)

A BCCP é constituida por 156 residuos de aminoacidos (16,7 kDa) e possui
o dominio C-terminal bastante conservado. A estrutura C-terminal de BCCP é
conhecida por difragdo de raio-X (ATHAPPILLY e HENDRICKSON, 1995) e por
RMN (YAO et al., 1997). Ja a porcdo N-terminal ndo € bem conhecida,
aparentemente sua estrutura ndo p6de ser determinada devido a alta flexibilidade.
Acredita-se que tal mobilidade se da devido a presenga de uma regido rica em
prolina-arginina (CRONAN JR e WALDROP, 2002).
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O dominio C-terminal de BCCP de E. coli teve seus 87 residuos de
aminoacidos (BCCP87) terminais super-expresso e purificado (CHAPMAN-SMITH e
CRONAN JR, 1999b). Esse dominio foi biotinilado e apresentou 100% de atividade
comparado com a BCCP intacta (NENORTAS e BECKETT, 1996), confirmando que
C-terminal é o dominio catalitico de BCCP. Estudos com esta construgao revelaram
uma estrutura B-sanduiche formada por dois conjuntos de quatro folhas-$3
antiparalelas (ATHAPPILLY e HENDRICKSON, 1995).
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FIGURA 9 - Esquema da reagao de biotinilagido de BCCP catalisada pela BirA de E. coli
FONTE: Chapman-Smith e Cronan Jr (1999a)
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O dominio C-terminal da BCCP de E. coli possui duas regides importantes, a
B-hairpin turn e a thumb. E em B-hairpin turn que ha uma seqiiéncia de aminoacidos
bastante conservada na qual o residuo de lisina (122) é o que recebe a biotina
covalentemente por meio da agao enzimatica de BirA (CHAPMAN-SMITH e
CRONAN JR, 1999a). Estudos de RMN da BCCP87 sugeriram que a biotina
interage com a regido thumb em seus residuos 95-100, causando uma mudanga
conformacional (ROBERTS et al., 1999). O dominio thumb é uma estrutura bastante
caracteristica de Bactéria que se projeta para fora do corpo do dominio C-terminal
da BCCP (ATHAPPILLY e HENDRICKSON, 1995; ROBERTS et al., 1999). Estudos
com proteina BCCP mutante para a regido thumb mostraram perca de crescimento
em cultura (CRONAN JR e WALDROP, 2002).

[3 - hairpin turn = 2

FIGURA 10 — Estrutura geral de BCCP C-terminal de E. coli

Estrutura B-sanduiche formado por dois grupos (em amarelo e roxo) de quatro cadeias folhas-. A
biotina ligada a lisina 122 na regido B-hairpin turn esta curvada interagindo com a treonina 94 na
regido thumb. Cores dos atomos envolvidos na interagdo biotina treonina 94: carbono (branco),
nitrogénio (azul), oxigénio (vermelho), enxofre (amarelo)

FONTE: baseado em Athappilly e Hendrikson, 1995 por Broussard (2013).

BCCP forma um estavel complexo com BC que podem ser co-purificado
(CHOI-RHEE e CRONAN JR, 2003). A estrutura de cristal do complexo BC-BCCP
mostrou uma proporgédo de 1:2, ou seja, um dimero de BC para 4 monémeros de
BCCP. No complexo BC-BCCP em estrutura de cristal ndo foi possivel obter a

estrutura do dominio N-terminal de BCCP, somente o C-terminal o qual estava em
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interagdo com BC. A importante regido thumb de BCCP apresentou-se exposta,
voltada para o solvente e a regido B-hairpin turn parte em interagdo com BC e em
parte exposta (FIGURA 11) (BROUSSARD et al., 2013a).
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FIGURA 11 - Estrutura geral do complexo BC-BCCP de E. coli

A-C) Estrutura quaternaria do complexo BC-BCCP (2:4 mondémero). Um homodimero de BC esta em
purpura e outro em amarelo. A BCCP (C-terminal) estda em azul e outra em verde; B) é o esquema da
estrutura A rotacionada a esquerda 90°C, revelando outra BCCP em laranja; C) é A rotacionada 90°C
para cima, no eixo x, revelando outra BCCP em vermelho; D) Representagdo da estrutura de BC-
BCCP (1:2 monémero) revelando as duas interfaces de interagcao entre BC e BCCP. Uma BCCP esta
em laranja e outra em verde. Azul claro, amarelo e azul escuro sdo os dominios N-terminal, C-terminal
e dominio B de um mondémero de BC.

FONTE: Broussard et al. (2013a)
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A interacdo do dominio C-terminal da BCCP com BC ocorre entre duas
diferentes interfaces de BC, uma é o dominio N-terminal (1) e outra envolve os C e
N-terminal (2) de BC. Na interface de interagdo de BCCP com o dominio N-terminal
de BC, os residuos de aminoacidos C50 de BC interagem com os F148 e E147 de
BCCP. Este residuo E147 de BCCP interage também com os residuos H32 e T48 de
BC. Na segunda interface, em que BCCP interage com os dominios C e N-terminal
de BC, o residuo D149 de BCCP interage com o Y380 de BC, as demais interagdes
foram mostradas ocorrendo por intermédio de um ion sulfato e uma molécula de
agua, provenientes da solucdo de cristalizagdo ((NH4),SO4 1M). Os residuos
envolvidos nessas interagdes séo os 182 e R84 de BCCP e os S56 (N-terminal) e
Y381 (C-terminal) de BC (BROUSSARD et al., 2013a).

1.3 Biossintese de acidos graxos e a regulagéo da ACC

A ACC catalisa a primeira e irreversivel etapa da sintese de acidos graxos.
Na biossintese de acidos graxos, o acetil-CoA, proveniente de diversas fontes de
carbono, € convertido a malonil-CoA pela catalise da ACC. O malonil-CoA, em E.
coli, é exclusivamente direcionado a biossintese de &acidos graxos. A malonil-
CoA:ACP transacilase (FabD) forma o malonil-ACP (ACP — Acyl Carrier Protein), que
sofre a adigdo de um grupo acetil catalisado pela enzima B-cetoacil-ACP sintase lll
(FabH) na primeira etapa de alongamento da cadeia lipidica, formando acetoacetil-
ACP. Acetoacetil-ACPs e subsequentemente cetoacil-ACPs (fase de alongamento)
s&o reduzidos pela enzima (-cetoacil-ACP redutase (FabG) gerando 3-hidroxiacil-
ACP, o qual é desidratado por B-hidroxiacil-ACP desidratase (FabZ), para gerar
enoil-ACPs que séo reduzidos pela enoil-ACP redutase (Fabl) resultando finalmente
em acil-ACPs saturados. Para alongamento da cadeia dos acil-ACPs, estes s&o
condensados ao malonil-ACP pelas enzimas [3-cetoacil-ACP sintase | ou Il (FabH ou
FabF) para alongamento em 2 carbonos por rodada. A partir dos acil-ACPs, por
meio da acil-ACP tioesterase (TE), podem ser formados acidos graxos livres que
poderdo ser incorporados aos fosfolipideos pela acdo de aciltransferases para a
sintese de membrana celular (FIGURA 12) (LENNEN e PFLEGER, 2010; LENNEN e
PFLEGER, 2012).

Quando ha abundante suprimento exdgeno de lipideos, a E. coli pode utilizar
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a via da B-oxidacao para gerar carbono e energia quando acoplado ao ciclo do acido
citrico, mas E. coli prefere outras fontes de carbono, como a glucose. A regulagdo da
sintese e degradagdo de acidos graxos ocorre em dois niveis. No primeiro, o
sistema de repressdo do catabolismo dependente de AMP ciclico (CAMP) é que
controla a expressao dos genes fad (genes da via de degradagao de acidos graxos)
e no segundo, o especifico mecanismo de regulagdo é comandado pelo fator de
transcricdo FadR. FadR reprime a transcricdo dos genes de transporte, ativagao e [3-
oxidagdo e ativa os genes para a biossintese de acidos graxos insaturados
(LENNEN e PFLEGER, 2012; IRAM e CRONAN JR, 2006; CAMPBELL e CRONAN,
2001; CAMPBELL, MORGA-KISS e CRONAN JR, 2003; HANRY e CRONAN JR,
1992).
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FIGURA 12 - Via metabdlica da sintese de acidos graxos em E. coli
FONTE: O autor (baseado em LENNEN e PFLIGER, 2013; LENNEN e PFLIGER, 2010)

A biossintese de acidos graxos em E. coli € bem compreendida, no entanto,
o conhecimento sobre a regulagcdo da ACC é limitado. Sabe-se que ultimo produto
da via biossintética de acidos graxos, o acil-ACP de cadeia longa, € capaz de inibir a
ACC de maneira dose-dependente. Isso foi demonstrado por Davis e Cronan Jr,

2001, usando palmitoil-ACP (o acil-ACP mais abundante em E. coli), verificando até
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60-70% de inibicdo da ACC de E. coli.

A ACC de procariotos pode ser regulada a nivel transcricional. A
superexpressao de BCCP causa inibicdo da transcricdo do operon accBC, que
expressa as proteinas BCCP e BC. A inibigao observada foi de 90% comparada com
a célula na qual a BCCP nao foi induzida. E ainda, apds indugdo da porgdo N-
terminal de BCCP, foi verificada inibicao da transcricdo de até 96%, por outro lado, a
superexpressao da porcao C-terminal da BCCP nao mostrou inibigdo. Assim,
permite-se concluir que a regido N-terminal de BCCP é responsavel por inibir o
operon accBC (JAMES e CRONAN JR, 2004). Tem sido mostrado que,
aparentemente, a expressao dos genes acc é reduzida em fase estacionaria, mas a
regulacdo da expressédo das subunidades parece ocorrer por mecanismos ainda
desconhecidos (LI e CRONAN JR, 1993; TONG, 2005).

Em mamiferos, a ACC é regulada por citrato, por acil-ACP de cadeia longa e
por especifica fosforilacdo de diversos residuos de serina. Quando o citrato esta em
mais altos niveis celulares, ele ativa a atividade da ACC, promovendo a
polimerizagdo da ACC, por outro lado, o acil-CoA quando em grande concentragao
inibe a polimerizacao da ACC de mamiferos. A fosforilagdo da ACC ocorre pela acéao
da proteina quinase AMP-ativada (AMPK). AMPK pode fosforilar as duas isoformas,
ACC1 e ACC2, sob condi¢des fisiologicas, inibindo significantemente a atividade
dessas enzimas, diminuindo a velocidade maxima e dessensibilizando as ACC
guanto a ativagao por citrato. A AMPK atua nos residuos de fosforilagao S79, S1200
e S1215 em ACC1 e 218 em ACC2. Aléem da AMPK, a proteina kinase A (PKA)
também pode fosforilar as ACCs, mas a AMPK é a mais importante reguladora
metabdlica em mamiferos que agem em resposta a uma variedade de sinais, como
de estresse e de exercicio, fosforilando uma série de proteinas e comandando a
inibicdo de vias de consumo de ATP, como a biossintese de &acidos graxos
(JANOVSKA et al., 2008; KIM, LEE e KIM, 2003; HARDIE e PAN, 2002; MUNDAY,
2002; WAKIL e ABU-ELHEIGA, 2009; TONG, 2005).

Ambas ACC1 e ACC2 de mamiferos sdo controladas também ao nivel
transcricional por inumeros promotores, os quais sdo controlados pela dieta e
horménios. Uma dieta livre de lipideos tornam as ACCs mais ativas e a privacao de
alimento ou diabetes tornam as ACCs menos ativas. Dieta rica em carboidratos
induz a transcrigdo da acido graxo sintetase (FAS), ACC1 e ACC2. A dieta esta

relacionada a acao de fatores de transcricdo que atuam em resposta aos horménios
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insulina e glucagon (KIN, 1997; WAKIL e ABU-ELHEIGA, 2009; PEGORIER, MAY e
GIRARD, 2004). A ACC1 possui 3 principais promotores, os promotores PI, Pll e
Plll, os quais sao ativados pelos horménios triiodotironina e reprimidos por colesterol
(MAO, CHIRALA e WAKIL, 2003). A ACC2 possui 2 promotores, o promotor | regula
a expressao tecido especifica de ACC e o promotor |l tem a regulacdo mediada por
fatores miogénicos, como o Myo D e o fator musculo regulatorio 4 (MRF4) (KIM, LEE
e KIM, 2003).

A ACC de planta recentemente teve descrita uma forma de regulagéo por
meio da interagdo com a proteina PII. A interacdo entre Pll e ACC em Arabidopsis
thaliana foi demonstrada utilizando um sistema de cromatografia de afinidade a PII,
em que uma PIl com cauda de hisdidina foi imobilizada em uma coluna de niquel, a
qual foi incubada com extrato proteico de cloroplasto na presengca de MgATP. As
proteinas ligadas a PIll foram seletivamente eluidas com MgATP e MgATP mais 2-
OG. Andlise em SDS-PAGE e por espectrometria de massa apontaram seis
proteinas como ligantes potenciais de Pll: NAGK (uma proteina alvo de PIl ja bem
conhecida) e cinco proteinas com dominio biotinoil. Duas dessas s&o chamadas
BCCP1 e BCCP2. BCCP 1 e 2 sao isoformas de BCCP, subunidade da
heteromérica ACC plastidial. Foi verificado também que a atividade da ACC em
extrato de cloroplastos foi inibida cerca de 50% por PIl na presenca de MgATP. Na
presenga de MgATP combinado com 2-OG a atividade da ACC foi restaurada. O 2-
OG causou a reversao da inibicado da ACC por PII, provavelmente pelo seu efeito
negativo na interagao entre BCCP e PIl. Sob concentragdo de 0,08 mM de 2-OG a
atividade da ACC foi restabelecida em 50% na presenca de Pll (FERIA
BOURRELLIER et al., 2010), mostrando que 2-OG parece ser o principal sinal de
controle da interacdo ACC-PII. Este trabalho foi o primeiro a mostrar que PIl pode
atuar regulando uma enzima dedicada ao metabolismo de carbono.

Levando em conta que as proteinas Pll e ACC sao bastante conservadas
entre os seres vivos e que as proteinas ACC e PIl de planta foram originadas em
procariotos, neste trabalho, foi hipotetisado que a interacédo entre Pll e BCCP fosse
um evento conservado em bactéria. Esta hipotese foi confirmada usando

Escherichia coli como organismo modelo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi identificar a interagdo entre as proteinas PII
e a enzima ACC em E. coli e estudar o papel desta interacdo sobre a atividade da
enzima ACC

2.2 Objetivos especificos

- Construir plasmideos capazes de expressar as proteinas Pll, GInB e GInK de E.

coli com cauda de histidina N-terminal e sem cauda de histidina.

- Construir plasmideo capaz de expressar BCCP em sua forma nativa.

- Expressar e purificar as subunidades da enzima ACC assim como as proteinas PII
de E. coli.

- Biotinilar BCCP in vitro e purificar a proteina modificada.

- Determinar interacdes entre as proteinas Pll e BCCP de E. coli in vitro.

- Estudar a influéncia dos metabdlitos ATP, ADP e 2-OG na interagéo PII-BCCP.

- Determinar o efeito das proteinas GInB e GInK na atividade da enzima ACC de E.

coli in vitro.
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3 JUSTIFICATIVA

As proteinas PIl de E. coli sdo as proteinas mais bem estudadas entre as PII
e E. coli é provavelmente o organismo mais bem conhecido em toda a biologia. As
proteinas da familia PIll sdo proteinas altamente conservadas com fungdes
correspondentes em diversos organismos (LEOPOLD et al., 2011; MERRICK e
EDWARDS, 1995; FORCHHAMMER, 2008; LEIGH e DODSWORTH, 2007). PII
possui sitios conservados de ligagao para os efetores 2-oxoglutarato, ATP e ADP,
dessa forma PIll e é capaz de sensoriar mudancas dos niveis desses efetores e
transmitir tais sinais por meio de interagdo com proteinas alvo (HUERGO,
CHANDRAN e MERRICK, 2012). Portanto, as proteinas Pll s&o consideradas
proteinas chave integradoras de vias metabdlicas, reguladoras do metabolismo de
nitrogénio, carbono e energia.

O 2-oxoglutarato foi recentemente descrito como sendo um metabdlito muito
importante na regulagéo da transcri¢ado global em E. coli. Os niveis de 2-oxoglutarato
regulam, de forma ainda n&o conhecida, os niveis de cAMP e, consequentemente, a
repressdo catabdlica (YOU et al., 2013). Além disso, o 2-oxoglutarato € um
metabdlito capaz de sinalizar insuficiéncia de nitrogénio e suficiéncia de carbono
(NINFA e ATKSON, 2000; NINFA e JIANG, 2005; COMMICHAU et al., 2006; YOU et
al., 2013). Uma possivel conexao entre o metabolismo de carbono e as proteinas PII
foi sugerida pela identificacdo de uma subunidade da enzima acetil-CoA carboxilase
(ACC), a proteina carreadora de carboxil-biotina (BCCP) de A. thaliana, como sendo
uma proteina alvo de PIl (FERIA BOURRELLIER et al., 2010). A ACC € uma enzima
dedicada ao metabolismo de carbono e € encontrada em todos os dominios da vida,
exceto archaea (CRONAN JR e WALDROP, 2002). A BCCP possui, em seu dominio
C-terminal, alto nivel de similaridade entre os diversos organismos (CHAPMAN-
SMITH et al., 1998a; TONG, 2005). Acredita-se que a ACC de plantas tenha origem
da ACC de bactérias por meio dos eventos de endosimbiose que originaram os
cloroplastos (HUANG et al., 2002; CRONAN JR e WALDROP, 2002). Diante desse
contexto, este trabalho foi dedicado a verificacdo da hipotese de que a interagao
entre PIl e BCCP fosse um evento conservado também em bactérias.

O estudo da interacido PII-BCCP, além de possibilitar maior compreensao da
regulagdo e integracdo dos metabolismos de carbono e nitrogénio, € importante

devido a fatores de saude publica, tecnolégicos e ambientais. Nos ultimos anos, a
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ACC tem sido alvo de estudos que visam o desenvolvimento de herbicidas na
agricultura e antibiéticos na microbiologia clinica. Além disso, a ACC tem sido alvo
de estudos para o desenvolvimento de drogas contra doengas humanas, tais como
infeccbes microbianas, diabetes, obesidade e cancer (LUO et al., 2012). Estudos
que visam o desenvolvimento de biocombustiveis também tém sido direcionados a
enzima ACC de E. coli, que é considerada muito promissora na produgao de
hidrocarbonetos em larga escala, com alto rendimento e alto valor 6leo-quimico
(LENNEN e PFLEGER, 2012; HOWARD et al., 2013; HANDKE et al., 2011). E
conhecido que a superexpressdo de ACC em E. coli aumenta significantemente a
producdo de acidos graxos e a regulacdo da taxa de BC:BCCP é bastante
importante para o crescimento de E. coli (DAVIS e CRONAN JR, 2001; ABDEL-
HAMID e CRONAN JR, 2007). Desta forma, conhecendo melhor a regulagcéo de
ACC por Pll em E. coli possibilitaria aumentar o rendimento da producéo de acidos

graxos e seus derivados de aplicagéo biotecnologica.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Meios e condic¢des de cultivo celular
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Os meios de cultivo para estirpes de E. coli foram baseados em meio liquido

LB. Para cultivo em meio solido foi utilizado meio LA (LB acrescido de agar)
(SAMBROOK, et al.,1989). O cultivo celular foi realizado em agitador a 180 rpm a

37°C. Os cultivos foram realizados a partir de pré-indculo 1:100 na presenga de

antibioticos.

4.2 Plasmideos e células

As células e plasmideos usados neste trabalho

abaixo:

Tabela 1 — Células e plasmideos:

estao listados na tabela 1,

Linhagens/Plasmideos Genoétipo/Fenotipo Fonte/Referéncia

E. coli i

DH10B Sm"; F [proAB' lacZM15] Invitrogen

ET8000 rbs lacZ::IS1 gyr A hutCcK (selvagem) McNeil et al., 1982

BL21 (ADE3) Expressa T7 RNA polimerase Agillent

Plasmideos

pET28a Km'. Vetor de expressdo, promotor T7 Novagen

pET29%a Km'. Vetor de expressdo, promotor T7 Novagen

pET16baccAD Amp' (pET16b). Expressa o operon accAD de E. coli com  (Soriano ef al., 2006)
cauda ¢His na por¢ao N-terminal de CT (a e )

pET16baccC Amp" (pET16b). Expressa accC de E. coli com cauda (His  (Soriano et al., 2006)
na por¢do N-terminal de BC

pET29%accB Km' (pET29a). Expressa accB de E. coli com cauda ¢(His na (Soriano ef al., 2006)
por¢ao C-terminal de BCCP

pCY216 Cm'. Expressa BirA E. coli, pelo promotor araBAD (Chapman-Smith et al.,

1994)

pJT25 Amp' (pT7-7). Expressa GInK de E. coli (Radchenko ef al., 2010)

pTRPETHisGInK Km' (pET28a). Expressa GInK de E. coli com cauda ;His na Este trabalho
por¢ao N-terminal

pTRPETBCCPn Km' (pET29a). Expressa BCCP de E. coli Este trabalho

pTRPETGInB Km' (pET29a). Expressa GInB de E. coli Este trabalho

pMSA3 Km' (pET28a). Expressa GInZ de 4. brasilense com cauda  (Aratjo ef al., 2004)
+His na por¢do N-terminal

pLMA 4 Amp" (pT7-7). Expressa GInB de A. brasilensse (Aratijo et al., 2004)

pDK601 Amp" (pUCI18). Expressa GInB de E. coli (Van Heeswijk et al.,

1993)
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A construcao do plasmideo capaz de superexpressar a proteina His-GInK de
E. coli foi feita a partir da clivagem do plasmideo pJT25 e do vetor pET28a com as
enzimas Ndel e BamH]I e posterior ligagao do fragmento g/nB no pET28a, originando
o plasmideo pTRPETHisGInK.

A proteina BCCP em sua forma nativa foi superexpressa a partir do
plasmideo pTRPETBCCPn, que foi obtido pela amplificacdo de accB a partir do
genoma de E. coli k12 com oS iniciadores 5'
TGGTGGGATCCTTACTCGATGACGACCAGCGGCTC 3' (sitio de restricao BamHI
sublinhado) e 5' GAACCCACATATGGATATTC GTAAGATTAAAAAAC 3' (sitio de
restricdo Ndel sublinhado). O produto de PCR foi digerido com Ndel e BamHI e
ligado no vetor pET29a digerido previamente com as mesmas enzimas.

Para superexpressar a proteina GInB de E. coli foram utilizados os
iniciadores 5 GGAATCATATGAAAAAGATTGATGCG 3’ (sitio de restricao Ndel
sublinhado) e 5 CTTGAGGATCCTTAAATTGCCGCCGCGTCGTCC 3’ (sitio de
restricdo BamH| sublinhado) para amplificar ginB do genoma de E. coli ET8000. O
produto de PCR foi clivado com as enzimas Ndel e BamHI e ligado no vetor pET29a
clivado com as mesmas enzimas. Todos os plasmideos obtidos foram confirmados

por sequenciamento.

4.3 Purificagdo de plasmideos

Os plasmideos foram purificados conforme Sambrook et al., 1989. Ou

alternativamente purificado com a utilizagao de kits.

4.4 Transformacéao bacteriana por choque térmico

O método para transformacao bacteriana foi realizado de acordo com Chung
et al. (1989).

4.5 Amplificagao, restricdo e ligagdo de DNA

Reacgbes de PCR foram feitas com iniciadores sintetizados pela Invitrogen,
feitas em tamp&o sugerido pelo fabricante das enzimas Taq polimerase (Invitrogen e

Fermentas) com adi¢gdo de 0,2 mM de dNTPs, 10 pmols de cada iniciador (5’ e 3’),
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1,5 mM de MgCl,, cerca de 20 ng de DNA molde e 1U de enzima Tagq DNA
polimerase para um volume final de 25 yL . Os parametros de amplificacdo em
termociclador foram 30 ciclos de desnaturagao, anelamento e alongamento, os quais
possuem parametros de tempo e temperatura indicados conforme fabricante dos
iniciadores e fornecedores de Taq DNA polimerase (Invitrogen e Fermentas).

Endonucleases de restricdo foram utilizadas conforme indicagbes do
fabricante. Foram utilizadas enzimas da Invitrogen e Fermentas.

O vetor plasmidial e o inserto de interesse, ambos clivados com as mesmas
enzimas de restricdo, foram misturados em uma proporcdo molar 1:5,
respectivamente, em tampéo de ligagcéo, no qual foi adicionado 1 unidade enzimatica

de T4 ligase a mistura e entdo incubada por pelo menos 16 horas a 18-25°C.

4.6 Eletroforese de DNA

Eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose horizontal conforme
descrito por SAMBROOK et al. (1989). O DNA foi visualizado em transluminador de
luz ultravioleta, apds tratamento com brometo de etideo (0,5 pg/mL). O perfil

eletroforético foi registrado utilizando um sistema de video-imagem acoplado (UVP).

4.7 Purificacdo de proteinas

As células E. coli BL21 (ADE3) portando os plasmideos para superexpressao
das respectivas proteinas de interesse foram cultivadas com indculo de cultura
saturada na proporcao de 1:100 e deixadas sob agitacdo de 180 rpm a 37°C até
atingir DOgoo de 0,5-0,7 para a entdo adigdo de IPTG a 0,5 mM e indugédo por 3
horas, com os antibiéticos adequados. Para expressao das proteinas Pll o meio LB
foi suplementado com 20 mM de NH4ClI para nao permitir a uridililacdo das proteinas
Pll superexpressas.

O extrato de proteinas totais livre de células foi confeccionado recuperando-
se as ceélulas cultivadas por centrifugagdo a 3400 g por 15 minutos a 4°C apos
repouso de 30 minutos no gelo. O pellet obtido foi ressuspendido em tampao de
sonicagao, o qual foi usado conforme a proteina a ser purificada como explicado a
seguir. As células foram entdo lisadas em aparelho sonicador MSE Soniprep 150

sendo as células mantidas no gelo durante o processo. O lisado foi submetido a
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centrifugacdo de 30000 g por 15 minutos a 4°C e entdo o sobrenadante foi
recuperado e utilizado para o processo de purificagao.

O tampao para ressuspender as células, realizar a sonicacdo, lavar e
equilibrar a coluna cromatografica foi utilizado de acordo com a proteina a ser
purificada. As subunidades da ACC foram submetidas a tampao contendo HEPES
pH 7,5 50 mM, KCI 100 mM e glicerol 20%. Ja as proteinas PII foram submetidas a
tampéo contendo Tris-HCI pH 7,5 50 mM, KCI 100 mM e glicerol 20%. E para a
eluicdo das proteinas das respectivas colunas foi adicionado aos tampdes imidazol,
se purificacdo em coluna de niquel, ou KCI, se purificagcdo em coluna de heparina ou
DEAE, conforme indicado nas figuras de cada purificagdo no item 5. As proteinas PII
de A. brasilense foram gentiimente cedidas pela Dr. Luiza M. de Araujo, pos-
doutoranda do programa de pos graduagao em Ciéncias-Bioquimica da UFPR e as
proteinas PII uridililadas foram gentilmente cedidas pelo Dr. Marco Aurelio S. de
Oliveira, também pds doutorando do presente programa de pds-graduacéo

As subunidades da proteina ACC, assim como as proteinas PIl utilizadas
neste trabalho, foram superexpressas a partir dos plasmideos listados na tabela 2.
As proteinas fusionadas a uma sequéncia de 6 histidinas (His-BC, His-CT e His-
BCCP e His-GInK) foram purificadas por cromatografia de afinidade em uma coluna
Hi-Trap-Chelating-Ni** (GE Healthcare) pré-carregada com NiCl, como descrito pelo
fabricante e acoplada a uma bomba peristaltica. A eluicdo foi feita de forma
segmentada com tampdes contendo imidazol em concentragdes crescentes
(SORIANO et al., 2006).

As proteinas sem cauda de histidina foram purificadas em outras colunas que
nao de niquel, a BCCP e a GInK foram purificadas em coluna HiTrap Heparina 1 mL
(GE Healthcare) e a GInB foi purificada usando uma coluna DEAE Sefarose FF High
Low 1 mL (GE Healthcare). A eluicdo da GInB foi realizada com gradiente linear de
KCIl (0-1M), no AKTA (GE Hhealthcare) ja a BCCP e GInK foram eluidas em
gradiente segmentado, com tampdes de concentragdes crescentes de KCI conforme

indicado nas respectivas figuras, no item, 5, em bomba peristaltica.
4.8 Dosagem de proteinas

As concentracbes de proteinas foram determinadas pelo método de
BRADFORD (1976) com o uso de reagente da SIGMA® de acordo com
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recomendacgdes do fabricante.
4.9 Eletroforese de proteinas

Eletroforeses de proteinas sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE) foram
realizadas em gel de poliacrilamida como descrito por Laemmli et al., (1970). A
concentragdo do gel de corrida utilizada foi de 15% (acrilamida SIGMA®). As
eletroforeses foram feitas em sistema vertical seguindo recomendacéo do fabricante
(Biorad), a uma voltagem constante de 160 V em tamp&o de corrida 1X (tampéao
10X: 3% (p/v) de tris-base, 14% (p/v) de glicina e 1% (p/v) de SDS) pelo tempo

necessario de acordo com o tempo de retengao das amostras a serem analisadas.
4.10 Reacao de biotinilagao

A obtengao de BCCP nativa ou com cauda gHis em sua forma biotinilada foi
procedida de acordo com adaptacbes dos protocolos de Soriano et al, 2006 e
Chapman-Smith et al, 1994. As proteinas His-BCCP ou BCCP nativa purificadas
foram biotiniladas usando um extrato total de E. coli (cerca de 35 mgQ)
superexpressando a proteina BirA em células E. coli DH10B a partir do plasmideo
pYC216 que é controlado pelo promotor araC. A indugdo de BirA ocorreu por 4
horas apés adigao de 0,5% (p/v) de arabinose. A reagao de biotinilagéo foi realizada
em tampao contendo 10 mM de ATP, 1 mM de biotina, 50 mM de HEPES pH 8, 100
mM de KCI, 5% de glicerol, 1 mM de DTT e 1mM de PMSF, em um tubo de 50 mL
contendo as proteinas misturadas (=3,5 mg de BCCP e =35 mg de extrato contendo
BirA) para um volume final de reagdo de 30 mL. A mistura foi incubada por 1h a
37°C e depois durante a noite a 4°C. A proteina BCCP utilizada foi re-purificada
como descrito no item 5. A eficacia da reagao foi verificada por western blot com

estreptavida-HRP.
4.11 Western blot
As proteinas do gel SDS-PAGE foram transferidas para membranas de PVDF

(Hybond ECL — GE Healthcare) utilizando um sistema de transferéncia semi-seco. A
membrana foi bloqueada com solugéo de TBST (TrisHCI pH 7,6; 2,42 g/L; NaCl 8
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g/L; tween 20 1 mL/L) e incubada com o estreptavidina-HRP (para identificar
proteinas biotiniladas) conforme indicacdo do fabricante. Apds incubagdo com
estreptavidina-HRP a membrana foi submetida a etapa de revelagao utilizando o
sistema ECL (GE Healthcare) seguindo as recomendagdes do fabricante. Os sinais

foram capturados em sistema de video-imagem UVP.
4.12 Pull Down

Os ensaios de interacdo entre as proteinas foram realizados usando resina

magnética de niquel (His Mag™ Agarose-Beads-Promega) ou resina MagSelect SA

estreptavidina (SIGMA®). As proteinas foram misturadas (em concentracdo a ser

indicada na descrigdo de cada experimento) e incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente com a previamente lavada (com 100 yL de tamp&o) resina
(quantidade de resina por fim otimizada em 5 pL, mas houve variagdes indicadas na
descrigao dos experimentos) em 0,5 mL de tamp&o de interagdo composto por Tris-
HCI pH 8 50 mM, NaCl 100 mM, MgCl; 5 mM, imidazol 20 mM, LDAO 0,1% (m/v),
glicerol 10% e os metabdlitos de acordo com as hipoteses experimentais, indicado
nas figuras no item 5. Apds a incubacao, a resina foi lavada 3 vezes com 0,3 mL de
tampédo de interacdo e em seguida incubada por 5 minutos com 20 yL de tampé&o
contendo 500 mM de imidazol. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE

corado com Coomassie Blue.
4 .13 Atividade da ACC

A atividade in vitro da ACC foi monitorada por LC/MS de acordo com Alves et
al., 2011. Os componentes da ACC foram misturados para concentragao final de 120
nM (considerando mondmero cada subunidade) em 0,5 mL de tamp&o de atividade
(HEPES pH 8, NaHCO3 5 mM, MgCl, 5 mM, ATP 3,5 mM e DTT 1 mM). A reacéo foi
realizada a 25°C e iniciada com a adi¢cao de 0,2 mM de acetil-CoA. Amostras de 40
ML foram removidas e misturados com 10 yL de acido acético 50% (v/v) para
concentragéo final de 10% (v/v) em tempos conforme indicado em cada experimento
no item 5. Malonil-CoA 3-"C (SIGMA®) foi adicionado para concentragao final de 15

MM em cada amostra como controle interno para quantificacdo. Todas as condicdes
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experimentais foram realizadas em duplicata. As amostras foram centrifugadas a
20000 g por 5 minutos a 4°C e 5 ou 10 pL por corrida foram analisados por LC/MS.

Os metabdlitos foram separados usando um UFLC Prominence (Shimazu) em
uma coluna C18 2,6 ym 50 x 2,1 mm (Phenomenex) mantida a 40°C. A fase movel
foi composta por 15 mM de acido acético e 10 mM de tributilamina (solvente A) ou
metanol (solvente B). As amostras foram colocadas em vials e mantidas a 4°C em
um aplicador automatico de amostras que injetou 10 yL de amostra para corrida de
0.2 mL/minutos em duplicata. Os metabdlitos foram eluidos da coluna usando um
gradiente linear de solvente B (0-100%) em 20 minutos. A coluna foi pré-equilibrada
com solvente A por 10 minutos.

A deteccdo dos metabdlitos foi feita por acoplamento ao LC com um
MicroQTOF-QIl (Bruker Daltonics), equipado com uma fonte de ionizagao
eletrospray em modo negativo. fons carregados negativamente foram detectados
dentro de uma faixa de m/z de 50 a 1000 a cada segundo. A voltagem de
capilaridade foi mantida a -3500V, a pressao da bomba de nitrogénio foi mantida em
2,0 bar e o0 gas de secagem em 6 litros por minuto, a 180°C. Sempre antes da
analise dos metabdlitos no LC/MS o equipamento foi calibrado com padrboes de
massa. Solugdes padrdo de ADP, acetil-CoA e malonil-CoA (SIGMA®) foram
preparados na hora do uso e misturados para concentragdes finais de 5, 10, 25, 35,
50, 75 e 100 uM para cada metabdlito, assim, foi possivel verificar o tempo de
retencdo e gerar uma curva padrdo de cada composto. A curva padrao foi gerada

usando uma regresséo linear e obteve-se um R>0,99 para todos os compostos.
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5 RESULTADOS

5.1 Purificagdo das subunidades da ACC e das proteinas PlII

Para sustentar a hipotese de que a interacédo entre Pll e BCCP seja um
evento conservado em bactéria, uma vez que ja foi identificado em planta (FERIA
BOURRELLIER et al., 2010), foram purificadas as proteinas Pll e ACC de E. coli,
assim, foi possivel realizar ensaios in vitro para verificar a possivel interacao entre
Pll e BCCP.

Para este trabalho, os plamideos capazes de superexpressar as proteinas
GInK, His-BCCP, His-BC, His-CT e BirA foram gentilmente disponibilizados por Dr.
Mike Merrick (GInK), Dr. Aileen Soriano (His-BCCP, His-BC e His-CT) e Dra. Anne
Chapman-Smith (BirA) conforme indicado na tabela 1. No entanto, para possibilitar
ensaios de interagdo cobrindo uma maior gama de condi¢gdes experimentais, foram
feitas novas clonagens para obtencédo de plasmideos capazes de superexpressar,
por hora, His-GInK, GInB e BCCP. Com estes plasmideos foi possivel explorar

As proteinas purificadas foram, aqui neste trabalho, consideradas
adequadas para os ensaios propostos (ensaios de pull down e de atividade) quando
apresentaram poucas bandas de proteinas contaminantes em analise por SDS-
PAGE.

A proteinas His-BC, His-CT e His-BCCP foram purificadas em apenas uma
etapa cromatografica com sucesso, obtendo-se fragées condizentes com o propdsito
de uso (FIGURA 13), eluidas em maior parte em 300 mM de imidazol. Na figura 13A,
€ possivel verificar que a proteina His-BC é altamente expressa em relacdo as
demais subunidades da ACC. Toda ela encontrou-se soluvel e foi eluida com 300
mM de inidazol. Apds mistura das fracbes mais puras e didlise em tampao HEPES
pH8, KCI 100 mM e 20% de glicerol.

A proteina His-CT é uma proteina heterodimérica constituida pelas
subunidades a e B. A subunidade a possui 35,1 kDa e a subunidade 3 possui 33,2
kDa. Elas sdo co-expressas por serem codificadas em um mesmo operon no
plasmideo que havia disponivel, sendo que a subunidade a possui cauda de
histidina na por¢ao N-terminal. A subunidade B acaba sendo co-purificada devido ao
carater estavel da interagédo entre as subunidades a e 3. A figura 12B mostra que as

subunidades de CT co-purificadas de maneira satisfatoria, assim como a His-BCCP
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na figura 13C.
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FIGURA 13 - Purificagdo das subunidades da ACC de E. coli

(A) Purficagéo da His-BC; (B) Purificagao de His-CT a e 3; C) Purificagdo da His-BCCP;

E- Extrato de proteinas totais; FT (Flow through) extrato de proteinas nao ligadas na coluna de
niquel; LV1- Lavagem com 10 mM de imidazol; LV2- Lavagem com 50 mM de imidazol; MM-
Marcador de massa (kDa — 97, 66, 45, 30, 20.1, 14.4 de cima para baixo); SDS-PAGE 15%, corado

com Coomassie Blue.
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FIGURA 14 - Purificagdo de His-GInK de E. coli

E- Extrato de proteinas totais; FT (Flow through) extrato de proteinas nao ligadas na coluna de
niquel; LV- Lavagem com 10 e 50 mM de imidazol (5 mL cada concentragdo); SDS-PAGE 15%,
corado com Coomassie Blue.

Na figura 14, se tem o gel SDS-PAGE com o perfil de purificagdo da His-
GInK, obtida a partir do plasmideo pTRPETHisGInK mostrando-se adequada para os
ensaios realizados neste trabalho e eluidas principalmente em 500 mM de imidazol.

As proteinas sem cauda de histidina (BCCP, GInK e GInB) purificadas neste
trabalho foram submetidas, em uma primeira tentativa de purificacdo, a uma coluna
de heparina. A BCCP e a GInK foram purificadas com sucesso nessa coluna
(FIGURAS 15A e 15B, respectivamente). O plasmideo pTRPETBCCPn permitiu a
superexpressao de BCCP em sua forma nativa e foi purificada em uma unica etapa
cromatografica.

Para a purifificagdo da GInB nativa, inicialmente utilizou-se um plasmideo ja
disponivel no laboratério, o pDK601 (Van Heeswijk et al., 1993), o qual expressa
GInB nativa de E. coli. Esse plasmideo é controlado pelo promotor de /acZ em vetor
pUC18. ApoOs expresséo de ginB induzida por 0,5 mM de IPTG durante a noite a
30°C sob agitacdo (protocolo testado de maior expresséo), foi confeccionado o
extrato proteico e este foi submetido primeiramente a coluna de heparina. No
entanto, observou-se que GInB foi capaz de se ligar a heparina de maneira parcial e
foi diluida em varias fragdes de eluigdo (dados ndo mostrados). Perante o insucesso
da coluna de heparina, testou-se coluna de fenil sefarose. O extrato proteico com
GInB superexpressa foi aquecido a 75°C por 15 minutos (MOURE et al., 2012),
submetido ao gelo por 30 minutos e centrifugado a 30000 g por 15 minutos. Depois

disso o sobrenadante foi submetido a precipitagdo com 60% (p/v) de sulfato de
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FIGURA 15 — Purificagao de BCCP, GInK e GInB de E. coli

(A) Purificagdo de BCCP, em que a elui¢ao foi feita em gradiente segmentado, conforme indicado
na figura (porcentagem de tampao B em tampéo A); (B) Purificagdo de GInK, em que a eluigéo foi
feita em gradiente segmentado, conforme indicado na figura (porcentagem de tamp&o B em tampéo
A); (C) Purificagcao de GInB, em que a eluicao se fez em gradiente linear de KCI, na linha 1 se tem
20% de tampéo B até 100% na linha 10 (Purificagdo no AKTA (GE Healthcare). As fragdes das
linhas 4, 5 e 6 foram misturadas, dialisadas e analisadas em SDS-PAGE como indicado acima no
tépico “Pés-dialise”;

E- Extrato de proteinas totais; FT (Flow through) extrato de proteinas nao ligadas na coluna; LV-
Lavagem com 10 e 20% de tampé&o B (50 mM de TrisHCI pH7,5 (HEPES pH8 para BCCP), 1 M de
KCl e 20% glicerol) em tampéo A (igual ao tampao B porém sem KCIl); MM- Marcador de massa
(kDa — 97, 66, 45, 30, 20.1, 14.4 de cima para baixo) SDS-PAGE 15%, corado com Coomassie
Blue.
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amoénio por 40 minutos no gelo. Apos recuperagdo do sobrenadante depois da
centrifugagcéo a 30000 g por 15 minutos, o extrato proteico foi entdo submetido a
cromatografia em coluna fenil sefarose equilibrada em tampao contendo TrisHCI pH
7,5 e 20 mM de sulfato de aménio. Em sistema AKTA (GE Healthcare), a eluicao foi
realizada com gradiente linear de 1M até zero de sulfato de aménio em 20 mL (1
mL/min). Assim, foi possivel verificar que a GInB encontrou-se toda na fragao soluvel
aplicada a coluna e toda ligada a resina, no entanto, GInB foi eluida de forma diluida
ao longo do gradiente e com quantidade de contaminantes improprias para os
ensaios pretendidos. Sendo assim, se fez necessaria a construgdo de um plasmideo
capaz de expressar GInB nativa em um vetor que possivelmente expressasse GInB
em maior concentragcdo em relacdo as proteinas totais, para assim, possivelmente
facilitar a purificacdo. Entdo GInB foi clonada no vetor pET29a. Essa clonagem
originou o plasmideo pTRPETGINB que de fato aumentou o nivel de expressao de
GInB e possibilitou a purificacdo de GInB em unica etapa usando uma coluna DEAE
sefarose, conforme descrito no item 4.7. Apds a dialise, a GInB purificada foi dosada
e analisada em SDS-PAGE (FIGURA 15C), revelando que ainda havia
contaminantes presentes de mais alta massa, com menor intensidade de banda que
as bandas de da proteina GInB. Para a eliminacdo desses contaminantes podera ser

feita futuramente uma cromatografia de gel filtragao.

5.2 Biotinilacédo de BCCP

A proteina BCCP é a unica proteina biotinilada em E. coli e a atividade da
ACC é dependente da biotinilagdo da BCCP. A biotina é ligada covalentemente ao
residuo da lisina 122 da BCCP em uma reagao catalisada pela enzima BirA
(CRONAN JR e WALDRORP, 2002). Essa reagao pode ser reproduzida in vitro, neste
trabalho, as proteinas BirA e BCCP foram misturadas na presenga de tampao
contendo ATP e biotina resultando em uma BCCP biotinilada e ativa, de acordo com
protocolo modificado baseado nos sugeridos por Soriano et al., 2006 e Chapman-
Smith et al., 1994.
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FIGURA 16 — Biotinilagdo de BCCP de E. coli

(A) Purificagédo de BCCP biotinilada. SDS-PAGE 15%, corado com Coomassie Blue. MM- Marcador
de massa (kDa — 97, 66, 45, 30, 20.1 , 14.4). E- Extrato de proteinas totais; FT1- (Flow through)
extrato de proteinas ndo ligadas na coluna de heparina; FT2- FT1 submetido a coluna e coletado
apos; LV1 e LV2- Lavagem com 10 e 20%, respectivamente, de tampéo B (50 mM de TrisHCI
pH7,5, 1 M de KCI e 20% glicerol) em tampao A (igual ao tamp&o B porém 150 mM KCI). (B)
Western blot contra estreptavidina-HRP (1:5000). Diluicdo seriada de BCCP (1 até 0,03 pg) antes (1)
e depois (Il) da reagéo de biotinilagéo.

A BCCP nativa apresentou bastante afinidade pela resina de heparina, uma
vez que foi possivel observar que ainda em 1M de KCI ha BCCP eluida na resina de
heparina (FIGURA 15A). Isso favoreceu a re-purificagdo de BCCP apds a
biotinilagdo uma vez que a proteina BirA ndao mostrou afinidade pela heparina

(FIGURA 16A). Como mostrado na figura 16A, aparentemente apds submeter o FT a
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coluna de heparina pela segunda vez, obteve-se mais BCCP ligada a coluna, uma
vez que se pode ver diminuigdo da intensidade na banda referente a BCCP do FT1
(extrato de proteinas submetida a coluna mas néo ligadas) para o FT2 (proteinas
nao ligadas na coluna provenientes de FT1 re-aplicada a coluna). Desta forma, foi
possivel obter uma BCCP biotinilada e bastante pura, com concentragao pos-dialise
de 0,4 mg/mL de proteina. A avidina € uma proteina que possui forte e especifica
afinidade a biotina, essa é a interacdo ndo covalente mais forte encontrada na
natureza entre um ligante e uma proteina (FALL et al., 1971). Essa caracteristica,
permitiu que, por meio de uma estreptavidina-HRP comercial (GE-Healthcare), fosse
verificada a eficiéncia da biotinilagdo de BCCP por western blot (FIGURA 16B).

5.3 Interagdo GInK-BCCP

Apds obtencdo da BCCP na sua forma nativa biotinilada (holoBCCP) foi
possivel testar a hipétese de que a interagao entre Pll e BCCP seria um fendmeno
conservado na natureza ocorrendo desde bactérias até organismos mais recentes,
como as plantas, onde esta interacdo foi identificada pela primeira vez.

Ensaios de pull down foram realizados baseados nas condi¢cdes de interacéo
encontradas em A. thaliana, em que o complexo PII-BCCP foi detectado na
presenga de MgATP e desfavorecido na presengca de 2-OG. Seguindo essas
condi¢gdes, uma vez que se teve em maos as proteinas BCCP (em sua forma nativa
e biotinilada) e a His-GInK purificadas, foi possivel testar a interagdo entre essas
proteinas in vitro, como descrito a seguir no ensaio da figura 17.

Na figura 17, se tem um ensaio de pull down usando as proteinas purificadas,
His-GInK, holoBCCP e His-BC na presenca de efetores conforme indicado na figura.
Na linha 1 da figura 17A, a His-GInK foi submetida sozinha a resina de niquel, e
apos lavagens e adigao de imidazol 500 mM a His-GInK foi eluida sozinha, sem
contaminates, mostrando que His-GInK possui afinidade especifica a resina através
de sua cauda de histidina N-terminal. Na linha 2 desta mesma figura, se tem a
holoBCCP nativa submetida a resina, e como se pode verificar, apos as lavagens a
resina ndo foi capaz de reter holoBCCP significativamente. O que mostra que
holoBCCP nao possui afinidade a resina de niquel. Por sua vez, na linha 3, é
apresentada a amostra de His-BC submetida a resina, e como esperado, foi

eficientemente retida por meio de sua cauda de histidina. Sendo assim,
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FIGURA 17 — Interagao entre GInK e holoBCCP de E. coli

(A) Interagéo His-GInK-BCCP na presenga de MgATP. 1- Somente His-GInK na resina; 2- Somente
holoBCCP na resina; 3- Somente His-BC na resina; 4- His-GInK mais holoBCCP; 5- His BC mais
holoBCCP; (B) Interagao His-GInK-holoBCCP na presenga de MgATP mais 2-OG, MgADP e
MgADP mais 2-OG; 1- His-GInK mais BCCP; 2- His-BC mais BCCP; Ensaio de pull down, usando
15 pL de resina de niquel, 30 ug de BCCP, 15 pug de His-BC e de His-GInK; SDS-PAGE 15%,
corado com Coomassie Blue.

misturando holoBCCP com His-GInK (linha 4) e com His-BC (linha 5), foi possivel
verificar que a holoBCCP foi especificamente co-precipitada com tais proteinas. A
interagcdo de BCCP com BC ja é conhecida e é bastante estavel (CHOI-RHEE e
CRONAN, 2003) e foi usada como controle positivo. A interagdo entre Pll e His-BC
foi testada e n&o observada em ensaios de pull down (dados ndo mostrados). Na
linha 4 da figura 17A, foi pela primeira vez mostrada a interagdo in vitro de
holoBCCP com GInK. Na figura 17B foi testada tal interagdo na presenga de MgATP
mais 2-OG, MgADP e MgADP mais 2-OG e nessas trés condigbes de tampao nao
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foi verificada interagéo. Isso mostrou que o 2-OG exerce efeito negativo na interagéo
GInK-BCCP uma vez que mesmo na presenga de MgATP, o favorecedor da
interagdo, ndo permitiu a verificagdo do complexo GInK-holoBCCP. Além disso, o
ADP néo foi capaz de favorecer a interagdo de His-GInK com holoBCCP, nem na
auséncia ou presenga de 2-OG (FIGURA 17B). No controle positivo, em que se tem
a His-BC usada para capturar BCCP, a composicdo dos tampdes se mostrou
indiferente, uma vez que sob todas as condicdes BCCP foi co-precipitada
especificamente com His-BC. Além do mais, a interagao entre His-GInK e holoBCCP
nao foi observada na auséncia de efetores, e ainda, nao foi afetada pela presenca
saturante de biotina livre (dados ndo mostrados), o que mostra o carater de
especificidade da interagdo, modulada por MgATP e por BCCP biotinilada, e n&o
apenas por biotina. A necessidade de biotina ligada a BCCP para interagao foi
confirmada pelo fato de que apenas a holo-BCCP mas n&o a apo-BCCP ter sido co-
purificada com His-GInK na presenca de MgATP (FIGURA 18).

1 2

holo-BCCP —»| ..

His-GInK — | (L gD

FIGURA 18 — Interagao entre GInK e BCCP de E. coli requer biotinilagdo de BCCP
1- His-GInK mais holoBCCP; 2- His-GInK mais apoBCCP; Ensaio de pull down, usando 15 yL de
resina de niquel, 30 ug de BCCP, 15 ug His-GInK; SDS-PAGE 15%, corado com Coomassie Blue.

Foi testada in vitro a interacdo entre His-BCCP (biotinilidada) e GInK em
ensaio de pull down. Neste ensaio a His-holoBCCP foi retida pela cauda de histidina
C-terminal na resina magnética de niquel (His Mag™ Agarose-Beads-Promega) com
o intuito de capturar GInK se ocorresse especifica interacdo, no entanto, nao foi
possivel detectar interagcdo (dados ndo mostrados). Isso deu a idéia de que a cauda
de histidina no dominio C-terminal de BCCP estivesse, de alguma forma, impedindo

a interagao entre as proteinas. Um outro ensaio realizado fortaleceu a idéia de que a
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regidao C-terminal da BCCP ¢é importante para a interacdo PII-BCCP. Nesse
experimento de pull down foi usado uma resina magnética de avidina. A avidina é
uma proteina que possui forte afinidade a biotina, e desta forma, a BCCP biotinilada
foi retida na resina especificamente pela por¢ao C-terminal (regido com a biotina
ligada). No entanto, n&o foi possivel pescar Pll desta maneira (dados néo
mostrados). Acredita-se que nao foi possivel detectar a formacéo do complexo His-
holoBCCP-GInK devido a porcao de ligacdo de GInK a BCCP estar ocultada pela

ligacéo desta regido (dominio C-terminal) a resina.
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FIGURA 19 - Efeito da concentragdao de ATP e 2-OG sob o complexo GInK-holoBCCP de E.
coli

(A) Concentracao crescente de ATP, da esquerda para a direita como indicado; (B) Concentragao
crescente de 2-OG, da esquerda para a direita como indicado, na presenga de 3,5 mM MgATP.
Ensaio de pull down, usando 5 uL de resina de niquel, 15 ug de holoBCCP, 10 pg His-GInK; SDS-
PAGE 15%, corado com Coomassie Blue.
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A interagdo entre His-GInK e holoBCCP mostrou ser dependente de ATP.
Para determinar qual concentracdo de ATP € critica para estimular essa interacao foi
realizado um ensaio em concentragdo crescente de ATP, de zero a 1 mM. Em
concentragbes de ATP iguais ou superiores a 0,5 mM a interagdo entre GInK e
holoBCCP ocorreu em um nivel préximo do 6timo, aparentemente, devido as
préximas intensidades de banda de holoBCCP em 0,5 e 1 mM de MgATP (FIGURA
19A).

A figura 19B mostra o efeito da concentracdo de 2-OG na interagédo entre
His-GInK e holoBCCP na presenca de ATP saturante (3,5 mM). Nesse ensaio é
possivel notar a sensibilidade da interagdo His-GInK-BCCP frente ao 2-OG, mesmo
a menor concentragdo de 2-OG utilizada (10 pM) ja foi suficiente para afetar a
interagdo. Na presenga de 2-OG 1 mM a interagdo GInK-BCCP ja n&o foi mais
detecta. Variando a razao ATP/ADP e variando a concentragao de 2-OG dentro da
faixa fisiolégica (JIANG e NINFA, 2007), notou-se que a interagdo His-GInK-BCCP
foi alterada. O resultado deste experimento confirma os dados mostrados
anteriormente onde menores razdes ATP/ADP e maiores concentracdes de 2-OG

desfavorecem a formagao do complexo (FIGURA 20).
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FIGURA 20 - Efeito da razao ATP/ADP e 2-OG sob o complexo GInK-holoBCCP de E. coli
Ensaio de pull down, usando 5 uL de resina de niquel, 15 ug de holoBCCP, 10 pg His-GInK; SDS-
PAGE 15%, corado com Coomassie Blue.
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FIGURE 21 - Efeito de metais divalentes e da uridililagdo de GInK na interagdao GInK-BCCP
em E. coli

(A) Formagao de complexo entre His-GInK e holoBCCP na presenga de ATP 3,5 mM na presencga
ou auséncia de metal divalente como indicado. A primeira linha € um controle sem metal. (B) His-
GInK uridililada in vitro e submetida a Native-PAGE corado com Coomassie Blue. 1- Nao
modificada; 2- parcialmente uridililada; 3- totalmente uridililada. (C) As mesmas preparagdes de His-
GInK da figura (B) submetidas a ensaio de pull down para co-precipitar holoBCCP na presenga de
MgATP 3,5 mM, usando 5 pL de resina, 15 yg de holoBCCP, 10 pyg His-GInK; SDS-PAGE 15%,
corado com Coomassie Blue.

Para que a interacio entre His-GInK e holoBCCP ocorra, foi necessario, além
de ATP, a presenca dose dependente de um metal divalente como Mg2+ ou Mn%*. O
Ca”* nao foi capaz de estimular a formagéo do complexo como mostra a figura 21A.
Na auséncia de metal ou com 1 mM nao se observou interacdo, somente com 5 mM
dos metais Mg** e Mn?" verificou-se interacdo, j& com Ca®" ndo houve interagao.

Esse resultado sugere que o MgATP é o efetor relevante fisiologicamente ao invés
de ATP, como hipotetisado por DA ROCHA et al. (2013).
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As proteinas PIll podem sofrer modificacao covalente por meio da adicdo de
um grupo uridilil por mondémero de PIl. Essa modificagdo provavelmente implica em
mudanc¢a de conformacdo da PIll e na acessibilidade a volta-T de proteinas-alvo,
(JIANG et al., 1998; ZHANG et al., 2010; BONNATO et al., 2007; ARAUJO et al.,
2008). No entanto, essa modificagado nao foi determinante para impedir a interagéo
entre GInK e holoBCCP (FIGURA 21C). Contudo, a figura 21C ainda mostra que a
interacao GInK-holoBCCP foi, de certa forma, afetada pela modificagdo covalente
em GInK. Tanto a forma parcial quanto a totalmente uridililada de GInK foi capaz de
reter menor quantidade de holoBCCP no ensaio de pull down quando comparadas

com a GInK nao uridililada.

5.4 Atividade da ACC na presencga de GInK

A enzima acetil-CoA carboxilase, que catalisa a formagao dos produtos de
reacdo ADP, Pi e malonil-CoA a parir dos substratos ATP, HCO3; e acetil-CoA, foi
descrita como tendo sua atividade parcialmente inibida por Pll de maneira dose
dependente em A. thaliana. Uma concentragédo de PIl de 1 uM ja foi suficiente para
inibir em 50% a atividade da ACC em extrato de cloroplasto de A. thaliana, este foi o
maximo de inibicdo observado em ensaio utilizando '*C NaHCOs como substrato.
(FERIA BOURRELLIER et al., 2010).

Foi mostrado que a PIl de A. thaliana nao alterou o Km do acetil-CoA.
Sendo assim, PII foi sugerida como sendo um inibidor ndo competitivo, ou melhor
dizendo, uma subunidade reguladora dissociavel da ACC, uma vez que nao altera o
Km do acetil-CoA mas diminui a velocidade maxima da reac¢ao. O 2-OG foi capaz de
reverter tal inibicdo de maneira dose dependente. Com 1 mM de 2-OG a ACC teve
sua atividade restaurada na presenca de 0,36 pM de PIll e 5 mM de MgATP (FERIA
BOURRELLIER et al., 2010).

Neste trabalho, foi analisada a atividade da ACC em LC-MS, verificando,
primeiramente, se a enzima estava ativa, como mostrado na figura 22, em que esta
representado o aumento na concentracdo dos produtos ADP e malonil-CoA de
acordo com o aumento do tempo de reacdo. A quantificacdo dos principais produtos
de reacdo ADP e malonil-CoA indica uma estequiometria de aproximadamente 1:1
(FIGURA 22B) confirmando resultados anteriores (ALVES et al., 2011, SORIANO et
al., 2006).
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FIGURA 22 - Atividade in vitro da acetil-CoA carboxilase de E. coli

Reacédo foi parada nos tempos indicados e os produtos ADP e malonil-CoA foram analisados e
quantificados por LC-MS. (A) Cromatograma dos picos indicados pelas flechas de ADP e malonil-
CoA. O pico no tempo de retengédo de 15 é o sinal de ADP gerado pela fragmentagdo do ATP na
fonte de ionizagdo. Como controles foram realizadas reagbes sem acetil-CoA, sem holoBCCP e
sem ACC (ndo mostrados). (B) Grafico gerado pela quantificagdo dos picos da figura (A). Um
padr&o interno de ">C malonil-CoA e uma curva de ADP foi utilizada para quantificacdo. A formagéo
dos produtos foi linear em até 10 minutos de incubagao.
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FIGURA 23 - Efeito de GInK na atividade in vitro da acetil-CoA carboxilase de E. coli
Formacao de malonil-CoA pela ACC foi medido na presenga de GInK 10 uM e de BSA (em mesma
quantidade de proteina como controle) foram comparadas no tempo de 15 minutos de reagédo. A
reagdo foi parada com 10% (v/v) de acido acético. A reagédo foi analisada e o malonil-CoA
quantificado por LC-MS, com injecao de 10 yL de amostra. O *C malonil-CoA foi usado como
controle interno para quantificagao.

Para avaliar se Pll de E. coli € capaz de interferir na atividade da ACC,
realizou-se ensaios em que a formagcao de malonil-CoA por ACC foi analisada em
LC-MS. ACC foi incubada com BSA, como controle, e com GInK, sob as mesmas
condigdes do experimento que mostra a atividade da ACC sozinha na figura 22,
porém com o dobro de amostra injetada no LC-MS (10 uL). Foi verificado, assim,
que a GInK nao exerce efeito na atividade da ACC (FIGURA 23), mesmo variando a
razao molar de GInK:ACC (de 0,1 até 100x), aplicando as proteinas no sistema de
reacdo em diferentes ordens, variando tempo de incubacdo e composi¢cao do
tampéao, sempre com MgATP saturante, n&o foi possivel obter significativa diferencga
na atividade da ACC perante GInK. A GInK-UMP também n&o mostrou efeito na
atividade da ACC (dados ndo mostrados).

Para verificar se a auséncia de efeito na atividade da ACC na presenca de
GInK ocorreu por GInK néo interagir com BCCP no tampé&o utilizado para o ensaio
de atividade, foi realizado um ensaio de pull down em que se utilizou o tampéao de
atividade, composto por HEPES pH 8, NaHCO3; 5 mM, MgCl, 5 mM, ATP 3,5 mM,
DTT 1 mM e acetil-CoA 0,2 mM. Para verificar se sob essas condicbes ocorre
interagdo PII-BCCP. Como mostrado na figura 24, a holoBCCP foi co-precipitada
com sucesso por His-GInK (FIGURA 24).
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FIGURA 24 - Interagao GInK-holoBCCP em tampao de atividade da ACC

Ensaio de pull down usando o tampé&o de atividade (HEPES pH 8, NaHCO3; 5 mM, MgCl, 5 mM,
ATP 3,5 mM, DTT 1 mM e acetil-CoA 0,1 mM). 1- His-GInK mais holoBCCP; 2- Somente
holoBCCP na resina de niquel.

5.5 Complexo ternario BC-BCCP-PII

Em E. coli foram encontradas duas proteinas tipo PIl, a GInK e a GInB. Foi
descrito até entao neste trabalho a interagao entre GInK e holoBCCP e a analise da
atividade de ACC sob influéncia de GInK , no entanto, ainda n&o foi mostrado dados
sobre interacdo de BCCP com GInB de E. coli nem dados de atividade da ACC sob
influéncia de GInB. Uma vez que, até ainda nao foi obtido um plasmideo capaz de
superexpressar GInB com cauda de histidina, ndo houve a possibilidade de
submeter holoBCCP em sua forma nativa ao ensaio de pull down usando GInB como
isca, assim como foi feito com GInK.

Visto que BCCP é uma subunidade de uma enzima, a ACC, e GInK neste
trabalho esta sendo mostrada como capaz de interagir com holoBCCP, uma
pergunta trivial é: GInK é capaz de interagir somente com holoBCCP ou com todo o
complexo da ACC? Para tentar responder essa pergunta, foi realizado um ensaio de
pull down em resina de niquel com as formas disponiveis no laboratério das
proteinas His-BC, usada como isca por possuir cauda de histidina, e as formas
nativas de holoBCCP e PIl. Em A. brasilense ha também duas proteinas PIl, a GInZ
e a GInB, e existe um alto nivel de similaridade entre as PIl de E. coli e as de A.
brasilense, assim como entre as proteinas Pll de modo geral, pois trata-se de uma

proteina bastante conservada.
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Figura 25 — Formagdo do complexo ternario BC-BCCP-PII.

Na presencga de 3,5 mM de MgATP ou 3,5 mM de MgATP mais 2 mM de 2-OG foram submetidos a
ensaio de pull down as proteinas conforme indicado na figura. Ensaio de pull down, usando 5 pL de
resina de niquel, 15 yg de BCCP, 10 ug His-GInK; SDS-PAGE 15%, corado com Coomassie Blue.

Sendo assim, foi realizado um ensaio heterélogo de pull down, utilizando as
proteinas BC e holoBCCP de E. coli e as PIl de A. brasilense, assim como as PIl de
E. coli. Deste modo foi possivel verificar que GInB, de E. coli e de A. brasilense,
formam complexo ternario com BC e holoBCCP enquanto que as proteinas GInK e
GInZ nao foram capazes de ligar ao complexo His-BC + holoBCCP (FIGURA 25).

Na figura 25, se tem a formagdo do complexo ternario BC-holoBCCP-GInB,
sendo que com a GInB de A. brasilense a interagao esta mais evidente, visto que a
banda referente a GInB de A. brasilense esta bastante forte. Ja a GInB de E. coli
parece ter sido especificamente co-precipitada com o complexo BC-holoBCCP na
presencga de 3,5 mM MgATP e n&o co-precipitada na presenca de 2 mM de 2-OG.
No entanto, a interacdo entre GInB de E. coli e BC-holo-BCCP esta bastante fraca
em relacdo a interacdo observada quando a GInB de A. brasilense foi utilizada. A
explicagéo para esta discrepancia entre GInB de E. coli e de A. brasilense ainda n&o
€ bem compreendida. Uma hipotese é que as condigbes experimentais utilizadas
ndo sejam as ideais para interacdo com a GInB de E. coli. E possivel que com
algumas mudangas de parametros experimentais como pH, tipo e/ou concentragéo
salina, ion metalico, tipo e/ou concentracdo de detergente no tampao de interagcéo
seja possivel obter uma condigdo de interacdo entre GInB de E. coli e o complexo
BC-holoBCCP mais estavel. Além disso, novas preparagdes de GInB purificada

podem ser testadas.
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Na figura 25 € apontado que as proteinas GInZ de A. brasilense e GInK de
E. coli nao formaram complexo com as proteinas BC e holoBCCP de E. coli. Foram
capazes de interagir com holoBCCP em ensaio de pull down usando PIl como isca
as proteinas GInZ e GInB de A. brasilense, em ensaio heterdlogo, (dados né&o
mostrados) e a proteina GInK de E. coli. Mas, somente apresentou capacidade de
interagdo com o complexo BC-holoBCCP as proteinas GInB, de A. brasilense e E.
coli. Logo, estes dados sugerem que somente GInB poderia atuar como um
modulador alostérico ou como uma subunidade regulatéria dissociavel do complexo

enzimatico ACC.

5.6 Atividade da ACC na presenca de GInB

Sob as mesmas condi¢gdes do ensaio realizado com GInB, foi verificada a
atividade da ACC na presenca de GInB E. coli que mesmo apresentando interagao
relativamente fraca em ensaio de pull down, mostrou ser capaz de inibir a atividade
da ACC em cerca de 40% (FIGURA 26). O mesmo efeito foi observado com a GInB
de A. brasilense, o que fortalece ainda mais esse resultado (dados ndo mostrados).
Este ensaio mostrou reprodutividade em 4 ensaios realizados em duplicata. No
entanto, estudos cinéticos se fazem necessarios para confirmar a inibicdo da

atividade da ACC por GInB.

3571

301

251

20T

L, o

sl B ACC-BSA

-

ACC-GInB
1071 N

Malonil-CoA formado (uM)

5 10
Tempo (minutos)

FIGURA 26 — Efeito de GInB na atividade in vitro da acetil-CoA carboxilase de E. coli

(A) Formagao de malonil-CoA pela ACC foi medido na presenga de GInB 10 uM e de BSA (em
mesma quantidade de proteina como controle) foram comparadas nos tempos indicados de reagéo.
A reagéo foi parada com 10% (v/v) de acido acético. A reagao foi analisada e o malonil-CoA
quantificado por LC-MS, com injegdo de 5 pL de amostra. O *C malonil-CoA foi usado como
controle interno para quantificagao.
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6 DISCUSSAO

A enzima acetil-CoA carboxilase € composta por 3 subunidades, a proteina
BC (biotina carboxilase), a CT (carboxiltransferase) e a BCCP (proteina carreadora
de carboxil-biotina). Essas proteinas foram purificadas pela primeira vez por
Guchhait e colaboradores, 1974. Atualmente a purificacdo das subunidades da ACC
esta bem estabelecida e neste trabalho tais proteinas foram com sucesso
purificadas (FIGURA 13) seguindo protocolo sugerido por Soriano e colaboradores,
2006, com adaptacdes.
A proteina BCCP, subunidade a qual leva a biotina covalentemente ligada
no residuo de lisina 122, realiza a translocacdo da biotina do sitio da BC, onde a
biotina recebe um grupamento carboxil, para o sitio ativo da CT, local onde o
carboxil é transferido para o acetil-CoA (TONG, 2005). A modificagdo de apoBCCP
para holoBCCP pode ser catalisada in vitro por BirA, a proteina biotina ligase de E.
coli (CHAPMAN-SMITH e CRONAN JR, 1999b). Neste trabalho, a BCCP foi
biotinilada in vitro utilizando adaptacbes dos protocolos de Soriano et al., 2006 e
Chapman-Smith et al., 1994. O diferencial do procedimento no presente trabalho, foi
a forma de purificacdo da BCCP biotinilada em sua forma nativa. A proteina
holoBCCP nativa foi capaz de se ligar com bastante afinidade a coluna de heparina,
diferentemente da BirA, permitindo a obtencdo de BCCP apta para os experimentos
propostos neste trabalho. A especificidade da BCCP a heparina pode ser um
importante fator de purificagdo ainda ndo mostrado. A coluna de heparina submetida
ao extrato de proteinas com BCCP superexpressa foi capaz de reter BCCP ainda
perante 1M de KCI (FIGURA 15A). Tal afinidade torna desnecessario o uso de
BCCP modificadas com marcacédo de selecao com a finalidade de purificacdes. Tal
afinidade pode ainda ser resultante da capacidade que BCCP possui de se ligar ao
DNA, com o intuito de controlar a propria transcrigdo (JAMES e CRONAN JR, 2004).
A proteina GInB de E. coli possui protocolos na literatura que descrevem
varias etapas cromatograficas para se obter GInB de forma homogénea (SON e
RHEE, 1986; VASUDEVAN et al., 1994). Aqui neste trabalho, a GInB de E. coli foi
purificada utilizando uma coluna DEAE, que ja tinha sido utilizada em outros
trabalhos para purificar GInB. No entanto, a construcéo do plasmideo pTRPETGInB

(glnB inserida em vetor pET29a) possibilitou uma expressado de GInB em alto nivel
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em E. coli BL21 (ADE3), tornando possivel a purificagdo de GInB em uma unica
etapa (FIGURA 15C).

A proteina GInK de E. coli, purificada contendo uma cauda de histina N-
terminal, foi capaz de interagir com holoBCCP. Essa interagdo foi observada na
presengca de MgATP, de maneira dose dependente (FIGURA 19A). O 2-OG foi
capaz de bloquear a formacédo do complexo GInK-holoBCCP (FIGURA 17) assim
como do complexo GInB-holoBCCP (FIGURA 25). Dose dependente também foi o
efeito de 2-OG na formacg&o do complexo GInK-holoBCCP (FIGURA 19B). Em A.
thaliana, foi verificada interacao entre Pll e holoBCCP também sob o favorecimento
de MgATP e desfavorecimento de 2-OG (FERIA BOURRELLIER et al., 2010). Esse
evento mostra-se ser conservado na natureza, ndo somente no o diz respeito a de
formagdo do complexo entre Pll e BCCP, mas também quanto a resposta dessa
interacao aos efetores alostéricos, principalmente modulada por 2-OG.

A interacdo entre GInK e holoBCCP mostrou-se ser dependente dos ions
Mg2+ ou Mn%" de forma dose dependente. Por sua vez, o Ca?* ndo foi apto para
favorecer o complexo GInK-holoBCCP (FIGURA 21A). Com base nas Ky (mM)
obtidas do ATP em relagcdo ao Mg?* (7,2x10°), Mn®* (1,7x10°) e Ca** (1,6x10™)
(http://www.stanford.edu/~cpatton/webmaxcE.htm) sob as condigbes de pH e
temperatura aplicados aos ensaios de pull down realizados neste trabalho, é
possivel conjecturar que o ATP tem preferéncia aos ions Mg2+ e Mn?* ao invés de
Ca”*. E a presencga de Mg2+ ou Mn?* parece ser importante para ligacdo simultédnea
de ATP e 2-OG as proteinas Pll (GERHARDT et al.,, 2012), pois de acordo com
dados estruturais, o ATP é apto para ligar-se a PIll por intermédio de um metal
estabilizado pelo residuo Q39 na base da volta-T (TRUAN et al., 2010). O ion Ca*",
assim como o M92+, foi capaz de atenuar o efeito inibitorio do ATP na interagao de
Pll com NAGK em S. elondatus (MAHESWARAN et al., 2004), confirmando assim,
que o Ca** pode se complexar ao ATP ligado a PIl. No entanto, além da K, favorecer
a complexacado do ATP ao M92+ ou Mn?* em detrimento do Ca?*, a concentragado
intracelular em E. coli de magnésio e manganés (faixa yM) (CHANG, SHUMAN e
SOMLYO, 1986) é muito maior que a de calcio (faixa nM) (DOMINGUEZ et al.,
2004). Além disso, o Mn*" parece ligar-se a PIl de forma similar ao Mg
(GERHARDT et al., 2012). Embora o Ca** possa formar complexo com o ATP, seu
tamanho de raio idnico em comparacdo com os de Mg®* e Mn** (HARDING, 2000)

possivelmente seja impréprio para o favorecimento de interagbes proteina-proteina
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envolvendo PIl na presenca de ATP/ADP.

As proteinas PIl possuem trés sitios de ligacdo para o ATP/ADP e para o 2-
OG. A interacdo entre GInK e BCCP foi maxima em concentragdo de MgATP
superiores a 0,5 mM (FIGURA 19A). Na concentragédo de 0,5 mM de MgATP espera-
se que os 3 sitios de ligacdo de MgATP do trimero de PIl estejam saturados
(KAMBEROV et al.,, 1995; RADCHENKO et al., 2010; DA ROCHA et al., 2013;
JIANG e NINFA, 2007). Isto sugere que a interacao PII-BCCP é maximizada quando
Pll esta saturada com MgATP.

Vale ressaltar que usando uma concentracdo de MgATP de 0,1 mM a
interagdo ainda foi observada em ensaio de pull down (FIGURA 19). Essa
concentragdo nao seria capaz de saturar o trimero de GInK com MgATP. Isso
sugere que GInK, pela ligagdo a uma ou duas moléculas de MgATP, ja é capaz de
interagir com BCCP, porém com menos afinidade que GInK ligada a trés MgATP.

Quando sob concentragdo saturante de MgATP, a ligagdo de 2-OG para
cada sitio de GInK exibe forte cooperatividade negativa, com Ky de 12, 100 e 5000
MM (NINFA e JIANG, 2007). Os resultados apresentados na figura 18 e a
comparagao com estas valores de K4 para 2-OG sugerem que quando 2-OG ocupa
os trés sitios de ligagdo na GInK ocorre a desestabilizagdo da interagdo de GInK
com BCCP. Estes dados (FIGURA 19) também suportam a hipétese de que GInK é
capaz de interagir com BCCP mesmo quando 1 ou dois sitios de ligagdo a 2-OG
estdo ocupados, porém, a interagcao é de menor afinidade aparente do que aquela
observada na auséncia de 2-OG (FIGURA 19).

A BCCP biotinilada interagiu com GInK, diferentemente da BCCP nao
biotinilada (FIGURA 18). Isso indica que a porgéo C-terminal de BCCP (regido que é
biotinilada) seja o sitio de interagdo com GInK. Esta hipotese é suportada pelo fato
da interacdo entre BCCP e GInK n&o ter sido observada em ensaios de pull down
em que a holo-BCCP foi imobilizada em resina de avidina através da sua regido C-
terminal biotinilada ou em ensaios em que holo-BCCP foi imobilizada em resina de
niquel através de uma cauda de histidinas C-terminal. E possivel que a regido de
interacdo de PIl na proteina BCCP abranja a regido de ligagédo a biotina e a regido
thumb, a qual interage com a biotina e sofre rearranjo conformacional apdés
biotinilicdo (ROBERTS et al., 1999)

O dominio C-terminal de holoBCCP foi recentemente demonstrado em

estrutura de cristal como sendo a regido que interage com BC (BROUSSARD et al.,
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2013a). Nessa estrutura, aparentemente a regido thumb, assim como a regidao de
ligacdo a biotina (a regido B-hairpin turn), compde a superficie da BCCP mais
exposta ao solvente. Este fato suporta a hipotese de que esta regido faga parte do
ponto de interacdo com PII.

A BCCP1 e a BCCP2 de A. thaliana foram identificadas em interacdo com
Pll (FERIA BOURELLIER et al., 2010). BCCP de E. coli e de A. thaliana possuem
40% de identidade (BLAST) e ha dois residuos conservados na regido thumb das
BCCPs de E. coli e A. thaliana, sao eles os residuos P95 e P97, dos quais o P97 é
conservado em E. coli, A. thaliana e A. brasilense (FIGURA 27). A biotina interage
diretamente com o residuo T94 em thumb de E. coli (ATHAPPILLY e
HENDRICKSON, 1995) mas esse residuo nédo € conservado em A. thaliana e A.
brasilense, assim como em diversos organismos (CRONAN JR e WALDROP, 2002).
Pode-se observar alguns residuos bastante conservados entre as BCCPs de E. coll,
A. brasilense e A. thaliana como os residuos 85-87 e 89, 90, 92, 93, antes de thumb,
e os residuos 102, 105, 106, 109, 112, 117, 119-122, 124, 125, 127, 133 e 134 os
quais situam-se em torno do sitio de ligagao da biotina (K122) na volta B-hairpin turn.
Entre esses residuos podem haver residuos chave na interagdo com PIl.
Obviamente, ainda ndo podemos descartar um envolvimento do dominio N-terminal
de BCCP na interagdo com PIl, pois também ha residuos de aminoacidos
conservados entre as BCCPs de E. coli e A. thaliana nessa regiéo.

A interacdo de PIl com holoBCCP foi observada em ensaio de pull down
com GInK e GInB de E. coli (FIGURA 17 e 25) e GInZ e GInB de A. brasilense
(dados n&o mostrados). Entretanto, a formagado de um complexo ternario entre BC,
holoBCCP e PII foi observada em ensaio de pull down (FIGURA 25) somente com a
GInB (de A. brasilense e de E. coli) e ndo com as proteinas GInK (E. coli) e GInZ (A.
brasilense). A GInK uridililada e parcialmente uridililada foi apta para interagir com
holoBCCP, no entanto, com menor afinidade do que a GInK n&do modificada
(FIGURA 21B). Isso pode ser um indicativo de que a regido da volta-T de PII seja
importante para a formagdo com complexo PII-BCCP, mas ndo fundamental. No
entanto, ensaios preliminares de pull down mostraram que GInB ausénte de volta-T
nao foi habil para interagir com o complexo BC-holoBCCP (dados ndo mostrados).
Com isso, pode-se sugerir que a formagao do complexo binario Pll-holoBCCP néao é
fundamentalmente dependente da volta T, mas sim, a formagdao do complexo
ternario PlI-holoBCCP-BC.
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FIGURA 27 - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas BCCP de E. col, A. brasilense e A. thaliana
Os pontos indicam mesmo aminoacido que o da sequéncia alinhada acima. Alinhamento em BioEdit.
FONTE: GenBank
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Fazendo uma comparacgao entre as sequéncias de aminoacidos das PIl de
E. coli e de A. brasilense (FIGURA 28) nota-se um residuo de aspartato (D54)
conservado em GInB de E. coli e de A. brasilense, mas ndo em GInK de E. coli e
nem em GInZ de A. brasilense. Isso sugere que o residuo D54 pode ser importante
para a formagao do complexo ternario PllI-holoBCCP-BC. O residuo D54 de GInB é
bastante préximo da lisina 51 (sitio de uridililagdo), com isso, provavelmente a

adicdo do radical uridilil poderia afetar a formacao do complexo ternario.
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FIGURA 28 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas PIl de E. coli e A.
brasilense

Os pontos indicam mesmo aminoacido que o da sequéncia alinhada acima. Alinhamento em
BioEdit.

FONTE: GenBank

Nenhuma das proteinas PIl de E. coli foi capaz de interagir diretamente com
His-BC em ensaio de pull down (dados ndo mostrados). Estes resultados suportam
que as proteinas PIl interagem somente com a proteina holoBCCP e n&o com a BC.
Entretanto, ndo se pode descartar que a regido de interagdo entre GInB e o
complexo BC-holoBCCP possa envolver alguma interagao direta entre residuos de
aminoacidos da PIl e BC.

Pouco se sabe sobre os mecanismos que regulam a atividade da ACC em E.
coli. Um dos poucos mecanismo ja descritos diz respeito a capacidade de BCCP
regular a propria transcricdo se ligando na regido promotora do operon accBC
(JAMES e CRONAN JR, 2004). GInK é capaz de interagir com holoBCCP mas nao
com o complexo BC-holoBCCP (FIGURA 25), além disso, GInK nado foi capaz de
inibir a atividade da ACC (FIGURA 23). Estes dados sugerem que GInK n&o tenha
um papel fisiologico direto na regulagdo da atividade da ACC. Entretanto, ha a

possibilidade de GInK participar na regulacéo da ligagdo de holoBCCP ao promotor
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do operon accBC, assim, inibindo a atividade da ACC de forma indireta a nivel
transcricional. Por sua vez, a GInB seria a proteina que atua regulando a atividade
da enzima ACC por interagéo direta a ACC (FIGURA 25) inibindo-a (FIGURA 26).

Em A. thaliana, a PII foi capaz de inibir em até 50% a atividade da ACC. Foi
verificado também que PIl ndo alterou o Km do acetil-CoA, mas sim diminuiu a
velocidade maxima da reacado. Portanto, neste caso a PIl poderia ser considerada
como uma subunidade regulatoria dissociavel da enzima ACC (FERIA
BOURRELLIER et al., 2010). Nos resultados preliminares de atividade da ACC in
vitro apresentados neste trabalho, a GInB foi capaz de inibir a atividade da ACC em
aproximadamente 40%.

Quanto a essa inibicao parcial da ACC por PIl, se assim se confirmar, &
possivel formular a hipotese de que as proteinas Pl liguem-se somente a holoBCCP
qgque encontra-se disponivel para interagdo, pois acredita-se que a ACC forme
complexos ativos de alta massa entre si (BROUSSARD, et al., 2013b; WALDROP e
CRONAN JR, 2002), logo, PIl ndo poderia ter acesso a todas as holoBCCPs desse
complexo para interagir e gerar completa inativagado da atividade de ACC.

Uma vez identificada a interacdo entre Pll e holoBCCP em A. thaliana
(FERIA BOURELLIER et al.,, 2010), em A. brasilense e E. coli (FIGURA 25), é
possivel sugerir que tal interagdo seja um fenbmeno universal em organismos que
possuem a forma multimérica da ACC e uma proteina da familia PIl, sendo assim,
Pll poderia atuar como um regulador universal da forma multimérica da ACC
regulando sua atividade de acordo com a disponibilidade de 2-OG.

As proteinas PIl atuam em resposta aos niveis de nitrogénio intracelular,
representado pelos niveis de glutamina e de 2-OG. Além disso, o 2-OG & um
potencial sinalizador de insuficiéncia de nitrogénio, é tido também como um
potencial sinalizador do estado suficiéncia de carbono celular (NINFA e ATIKSON,
2000; NINFA e JIANG, 2005; COMMICHAU et al., 2006; YOU et al., 2013). Quando
sob altas concentracbes de 2-OG, as proteinas PIl sdo uridililadas por GInD e a
medida que sua concentragdo diminui as Pll sdo desuridilladas e podem ser
encontradas, teoricamente, ligadas ao ATP mais 2-OG ou somente ao ATP ou ADP.
Como mostrado neste trabalho, a formag¢ao do complexo PII-BCCP é sustentada por
MgATP na auséncia de 2-OG.

O autor You et al. (2013) identificou uma estreita relagao entre a composigcéo

total de proteinas celular e a taxa de crescimento. Essa importante conexado ocorre
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por meio da agao dos intermediarios do ciclo do acido citrico, citrato e 2-OG. O 2-0OG
€ 0 a-cetoacido mais abundante e serve de esqueleto carbbénico para biossintese de
aminoacidos, portanto, é considerado como metabdlito mais relevante
fisiologicamente do que o citrato. Foi demostrado que as concentragdes de 2-OG
atuam modulando, de forma ainda n&o conhecida, os niveis de cAMP e,
consequentemente, a repressao catabdlica via proteina receptora de cAMP CRP ou
CAP. Assim, os niveis de 2-OG determinam se E. coli ira direcionar a maquinaria
biossintética para biossintese ou anabolismo (na presenga de alto 2-OG) ou para
catabolismo (baixo 2-OG).

A regulacdo da expressdao génica e crescimento celular estariam
relacionados da seguinte forma: Sob limitagcdo da carbono, o crescimento celular é
lento havendo necessidade do aumento de enzimas catabdlicas de carbono e uma
diminuicdo das enzimas anabdlicas. O baixo nivel de carbono é sinalizado na forma
de baixo 2-OG o que leva ao acumulo de cAMP. Este, por sua vez, se liga a proteina
CRP ativando vias catabdlicas. Por outro lado, quando a fonte de carbono é
abundante ha um acumulo de 2-OG e reducéo dos niveis de cAMP, isto permite que
a maquinaria biossintética de E. coli seja direcionada para vias anabdlicas,
principalmente biossintese de ribossomos e proteinas (FIGURA 29), permitindo uma

alta taxa de crescimento da cultura.
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FIGURA 29 — Regulagédo do metabolismo por 2-OG
FONTE: Rabinowitz e Silhavy (2013)
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Os dados apresentados aqui neste trabalho, sugerem que o 2-OG é o
principal efetor alostérico de PIlI que controla a interagdo PII-BCCP (FIGURA 20),
consequentemente, regulando a atividade da enzima anabdlica ACC. A interagéo
entre GInB e BCCP é favorecida em baixos niveis de 2-OG, nestas condi¢gdes GInB
inibe a atividade da enzima ACC. Estes dados estdo de acordo com a teoria
levantada por You et al., (2013). Em E. coli, a biossintese de lipideos, iniciada pela
enzima ACC, tem como unica finalidade a sintese de lipideos de membrana para
crescimento e replicagao celular (LI e CRONAN JR, 1993). Assim, quando os niveis
de carbono sdo baixos, ha uma reducdo dos niveis de 2-OG promovendo a
interagdo PII-BCCP e reduzindo a atividade de ACC (FIGURA 30). Assim, em
condigdes de limitagdo de carbono (baixo 2-OG) havera menor fluxo através de ACC

reduzindo a producao de lipideos de membrana e a taxa de crescimento celular.

| 2-0G

PII-MgATP-2-0OG PII-MgATP

FIGURA 30 — Regulagédo da ACC por PII

O 2-0OG sinaliza o estado de carbono celular, regulando a interagdo de PIl com BCCP quando sob
baixa concentracao e, assim, inibindo a ACC, logo, a sintese de acidos graxos. Esferas vermelhas:
2-0G; Esferas amarelas: ATP.

FONTE: O autor

O conhecimento fornecido por este trabalho possibilita, além do
enriquecimento cientifico, o desenvolvimento de recursos no ramo da saude, da
tecnologia e do meio ambiente. Perante mais estudos sobre as implicagdes
biolégicas da interacao entre Pll e holoBCCP, seria possivel desenvolver farmacos,
antibidticos, biocombustiveis, produtos derivados de hidrocarbonetos, herbicidas e
pesticidas (SCHIRMER et al., 2010; HUERLIMANN e HEIMANN, 2013; BOKINSKY
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et al., 2011; HOWARD et al., 2013; LENNEN e PFLEGER, 2012; LUO et al., 2012;
TONG, 2005).

A sintese de fosfolipidios, constituintes das membranas biologicas, possui
como etapa limitante a formagdo do malonil-CoA pela ACC em Bactéria (LI e
CRONAN JR, 1993). Esse controle implica em controle da taxa de crescimento e
possivelmente no controle da barreira e comunicagdo a fatores externos. Essa
caracteristica faz da ACC alvo de drogas contra bactérias patogénicas (TONG,
2005; POLYAK et al.,, 2012). Além disso, a ACC tem sido relacionada a varias
patologias em humanos, como a obesidade, o diabetes e o cancer (LUO et al,,
2012). Sabendo que PIlI é capaz de interagir com a ACC, conhecendo bem a forma
de interacdo, a regulacdo e o efeito fisioldgico essa interagdo, torna-se-ia possivel
usar esses conhecimentos para desenvolver drogas atuantes sobre a ACC. Os
residuos de aminoacidos importantes na interacdo entre Pll e holoBCCP e na
inibigdo, a priori, da ACC por GInB poderia subsidiar o desenvolvimento de drogas
com afinidade a tais residuos de aminoacidos afim de bloquea-los e, assim, inibir a
atividade da ACC, fragilizado o crescimento celular e a defesa contra fatores
externos da célula bacteriana. Provavelmente esse conhecimento poderia ser
aplicado a outros organismos com o mesmo intuito, tendo em vista a caracteristica
conservada de ambas as proteinas Pll e BCCP.

E. coli é considerada muito promissora para a produgdo em larga escala de
biocombustiveis de qualidade idéntica ao derivado do petroleo (HOWARDS et al.,
2013) e com o conhecimento da regulagdo de ACC, se poderia otimizar a produgéo
de biocombustiveis, reduzindo a dependéncia que se tem dos combustiveis fésseis.
Sendo, a partir de entdo, fornecido por este trabalho o conhecimento da interagao
entre Pll e BCCP em E. coli, torna-se necessario que se efetue mais estudos sobre
a forma de regulagéo dessa interagéo e sua implicagao bioldgica para que se possa
aplicar tal conhecimento na produgao de biocombustiveis. Uma vez que é sabido
que a superexpressao de ACC aumenta a formagao de malonil-CoA em E. coli, se
houver a confirmacéo da hipotese aqui formulada de que GInK auxilia a holoBCCP
em sua auto-regulagdo a nivel trancricional (JAMES e CRONAN JR, 2004), uma
forma de otimizacdo da producdo de biocombustiveis poderia ser a utilizacdo de
estirpes de E. coli com os genes codificantes para as proteinas Pl deletados. Assim,
possivelmente, seria esperado que fosse aumentada a taxa de sintese de acidos

graxos. Obviamente serdo necessarios estudos in vivo para testar esta hipotese .
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7 CONCLUSOES

o As proteinas GInK e holoBCCP de E. coli interagem especificamente somente na

presenga de MgATP e auséncia de 2-OG, de forma dose dependente.
& O ADP nao favorece a interacdo de GInK com holoBCCP.
o A proteina BCCP precisa estar biotinilada para ocorrer a interacédo GInK-BCCP.

o Os ions metdlicos Mg** e Mn*" favorecem de maneira dose dependente a
interagdo GInK-holoBCCP, Ca®" n3o.

o A regido C-terminal de PIll, assim como o dominio C-terminal de BCCP parecem

ser importantes para a interacdo PlI-holoBCCP.

o A uridililagdo de GInK ndo impede a interagdo GInK-holoBCCP, no entanto afeta

negativamente a formacao do complexo.

o A proteina GInB, de E. coli e de A. brasilense, interagem com o complexo BC-
holoBCCP na presenga de MgATP e auséncia de 2-OG.

o A proteina GInK nao interage com o complexo BC-holoBCCP, assim como GInZ

de A.brasilense.
o A proteina GInK de E. coli n&o alterar a atividade da ACC.

o A proteina GInB de E. coli parece inibir parcialmente ACC em cerca de 40%, assim

como a GInB de A. brasilense em sistema heterdlogo.

o A Interagdo entre Pll e holoBCCP €& um evento conservado em bactéria, tanto
guanto a capacidade de interacdo entre essas proteinas quanto a forma alostérica

de regulacgao dessa interagao.
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