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RESUMO

As enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo sintetase (NadE)
catalisam o ultimo passo da biossintese do cofator NAD utilizando como
substratos o ATP, o acido nicotinico adenina dinucleotideo (NaAD) e uma fonte
doadora de grupamento amino, que pode ser a glutamina ou a amoénia. O
interesse nessa enzima surgiu com a hipotese de uma possivel relacéo funcional
entre NadEl e a proteina transdutora de sinal GInB devido a conservagéo
filogenética da proximidade fisica entre os genes que codificam estas proteinas.
Em Herbaspirillum seropedicae o gene nadE1l encontra-se a montante do gene
ginB. Em H. seropedicae foi identificado um gene homodlogo a nadEl,
denominado de nadE2. Os genes nadE1l e nadE2 foram amplificados por PCR e
clonados no vetor pET28a; versbes contendo uma fusao de 6 histidinas na porcao
N-terminal de NadE1l e de NadE2 foram superexpressas em Escherichia coli e
purificadas através de cromatografia de afinidade usando a resina Hi-trap
chelating. As proteinas purificadas foram utilizadas em ensaios de atividade
enzimatica in vitro. A sintese de NAD foi monitorada indiretamente adicionando a
enzima alcool desidrogenase ao sistema para reduzir o NAD a NADH, que pode
ser quantificado por espectrofotometria. A enzima NadE2 ndo apresentou
atividade in vitro. NadE1 apresentou atividade especifica de 1756 mU/mg e 600
mU/mg usando como fonte de grupo amino a ambnia e a glutamina,
respectivamente. Foram determinadas as constantes de Michaelis para os
substratos ATP, glutamina, aménia e o NaAD. Os dados obtidos sugerem que
NadE1l utiliza preferencialmente glutamina como fonte de grupos amino. A
presenca da proteina GInB uridililada ou desuridillada ao sistema de reacdo nao
alterou a atividade de NadE1.



ABSTRACT

The enzymes nicotinamide adenine dinucleotide synthetases (NadE)
catalyse the last step of the NAD cofactor biosynthesis using ATP, Nicotinic Acid
Adenine Dinucleotide (NaAD) and a source of amine group as substrates, which
can be Glutamine or Ammonium. The phylogenetic conservation of NadE1 and the
signal transducer GInB coding genesarouse the hypothesis of functional
relationship betweenthese proteins. In Herbaspirillum seropediceae nadE1 gene is
upstream gIinB gene. A homologous gene of nadE1, called nadE2, was found in
Herbaspirillum seropedicae. Both genes were PCR amplified and cloned on
pET28-a vector; versions attaching six histidines tagged on N-terminal domains of
NadE1l and NadE2 were expressed and purified through affinity chromatography
on Hi-trap chelating column. Enzymatic activities of the purified proteins were
assayed in vitro. NAD synthesis was indirectly detected adding Alcohol
Dehydrogenase to reduce NAD to NADH, which can be measured
spectrophotometrically. NadE2 enzyme did not show in vitro activity. The specific
activities of NadE1l were 1756 mU/mg and 600 mU/mg using Ammonium and
Glutamine as amine sources, respectively. Michaelis-Menten constants for NadE1
substrates NaAD, ATP, Glutamine and Ammonium were determined. Present
results suggest that NadE1l preferentially uses Glutamine as amine source.
Presence of GInB on reaction system did not modify NadE1 activity.
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1. INTRODUCAO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a atividade das proteinas
NADsintetases (NadE1l e NadE2) e determinar sua relagdo funcional com a proteina
transdutora de sinal GInB em Herbaspirillum seropedicae.

H. seropedicae vem sendo estudada pelo nucleo de fixacdo de nitrogénio da
Universidade Federal do Parana por ser um diazotrofo com potencial biotecnoldgico. O
sequenciamento do genoma deste organismo foi recentemente concluido e a
caracterizacao funcional dos genes identificados constitui a etapa subsequente ao
sequenciamento.

A proteina GInB faz parte da familia PIl. Ela € uma proteina reguladora central
do metabolismo amplamente estudada em diversos organismos. Dentre as funcdes ja
caracterizadas desta proteina estdo a sinalizacdo dos niveis de energia, carbono e
nitrogénio fixado.

Proteinas NAD sintetases (NadE) codificam proteinas responsaveis pela
catélise do ultimo passo da biossintese de NAD. A biossintese deste cofator pode
ocorrer por uma via de novo e a partir de vias de reciclagem, sendo que estas vias
podem convergir para um ramo comum, do qual NadE catalisa a Ultima etapa. O gene
nadEl é encontrado no genoma de H. seropedicae préximo ao gene que codifica a
proteina GInB. Esta proximidade é conservada em varios organismos distantes
evolutivamente sugerindo uma relagdo funcional ainda n&o identificada entre estas
proteinas. Normalmente, a conservacdo da proximidade filogenética implica em
enzimas que participam da mesma via metabdlica ou atividade regulatéria com

interacdo proteina-proteina.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Herbaspirillum seropedicae E A IMPORTANCIA DE
BIOFERTILIZANTES

Herbaspirillum seropedicae foi isolada em 1986 na cidade de Seropedica-RJ

(BALDANI et al., 1986). Desde entdo ela vem sendo estudada principalmente devido a
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sua capacidade de fixar nitrogénio e de associar-se a vegetais como alternativa
econOmica e ecoldgica ao uso de fertilizantes nitrogenados.

Herbaspirillum seropedicae associa-se endofiticamente a gramineas de
interesse agrondémico, como cana-de-agucar, sorgo e milho (BALDANI et al., 1986),
aumentando a produtividade destas culturas e, portanto, tem uso potencial como
alternativa aos fertilizantes nitrogenados, que sao fertilizante caros e causadores de
eutrofizacdo de manaciais (YU'E e ERDA, 2000).

Diferentemente das bactérias do género Rhizobium, H. seropedicae néo forma
nddulos nas raizes das plantas com as quais se associa. A bactéria distribui-se pelos
tecidos vegetais como raiz, partes aéreas e pelos vasos condutores (BEATTIE, 2007)

Em condicbes limitantes de nitrogénio, plantas de cana-de-acucar
micropropagadas inoculadas com H. seropedicae apresentaram aumento na biomassa
guando comparado a plantas cultivadas com fertilizante nitrogenado inorganico
(GOVINDARAJAN, 2006).

Estudos com nitrogénio marcado indicam que o nitrogénio fixado por bactérias
diazotréficas é incorporado pelos vegetais associados (BEATTIE, 2007). Em H.
seropedicae, no entanto, o estimulo ao crescimento vegetal possivelmente ocorre

devido a fitormoénios produzidos pelo microorganismo (WANG, 2005).

2.2. AS PROTEINAS PII

A familia PIl compreende um grupo de proteinas bastante conservadas em
procariotos com papel central no metabolismo de nitrogénio (ARCONDEGUY, JACK e
MERRICK, 2001).

Até recentemente, as PIl eram divididas em trés grupos de acordo com o
contexto genbmico e por similaridade de sequéncias de aminoacidos. Foram
classificados como GInB proteinas cujos genes eram monocistrénicos ou ligados aos
genes gInA ou nadE. Em outro grupo, GInK foram classificadas proteinas cujos genes
sao co-transcritos com o gene amtB. O terceiro grupo, denominado NifL sdo proteinas
cujos genes estdo localizados proximos aos genes nif em Archeas (ARCONDEGUY,
JACK e MERRICK, 2001)

No entanto, foram descritas inUmeras PIl que ndo se enquadravam nesta

classificagdo. Sant’ana et al. analisaram seqiéncias nucleotidicas de PIl de Bacteria e
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de Archaea e propuseram uma nova classificagao. A definicdo antiga para GInK, GInB
e Nifl foi basicamente mantida, mas foram propostos quatro subgrupos para GInK:
ARC, composto por GInK de Archaea, ACT, que inclui GInK de Actinobacteria, DIV,
composto por GInK de procariotos diversos e CYA, que contem GInK de Cyanobacteria
e de Plantae. Em Proteobactéria, a proteina GInB ficou no mesmo grupo que a proteina
GInK: GInK/B. Ainda nesta classificacéo foi adicionado um novo grupo que contém PlI
cujos genes estdo proximos a genes de proteinas responsaveis pelo metabolismo de
metais pesados (SCHRANK et al., 2009).

2.3. GLNB E O SISTEMA NTR

Em enterobacteria o sistema ntr regula o metabolismo de nitrogénio tendo
como pecas centrais as proteinas PIl (GInB e GInK). Este sistema tem como
componentes as proteinas Pll, GInD, NtrB e NtrC. Dependendo dos niveis de
nitrogénio, carbono ou de energia, as proteinas PIl podem ser covalentemente
modificadas pela ligacdo de um grupamento uridilil, pela acdo da enzima GInD, ou
uridilil transferase; baixas concentracdes de nitrogénio fixado, detectado na forma de
glutamina, e alta disponibilidade de carbono (2-oxoglutarato) e de energia (ATP),
propiciam as condicées para a uridililagio das PIl (ARCONDEGUY, JACK e MERRICK,
2001).

O estado de uridilacédo das PII, por outro lado, governa uma série de respostas,
como assimilacdo de amoénia, pela glutamina sintetase e a expressdo de genes
relacionados com o metabolismo de nitrogénio. Em baixas concentracdes de nitrogénio
a atividade da glutamina sintetase (GS) é ativada; nestas condi¢des, a uridililacdo das
PIl promove a remocao de um grupamento adenilil presente na glutamina sintetase por
intermédio da adenililtransferase ativando a GS. As proteinas NtrB/NtrC funcionam
como um sistema de dois componentes, no qual a primeira atua como sensora e a
segunda como proteina de resposta, atuando como ativadora transcricional. A ativacédo
de NtrC ocorre por fosforilagdo, quando GInB encontra-se uridillada ela deixa de
interagir com NtrB e esta adota uma atividade quinase sobre NtrC. Quando esta
desuridililada, GInB associa-se a NtrB, estimulando sua atividade fosfatase, e

inativando NtrC, que é uma proteina ativadora transcricional do tipo 0-54 responsavel
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pela regulacdo de genes sensiveis a variagbes nos niveis de nitrogénio
(ARCONDEGUY, JACK e MERRICK, 2001).

No genoma de H. seropedicae foram encontrados dois genes que codificam
para proteinas tipo PIl (BENELLI et al., 1997). Os gene gIinB que se localiza proximo ao
gene nadEl (GENOPAR) e o gene gInK que € expresso a partir do operon
orflgihKkKamtB (NOINDORF, 2005). Assim como ocorre em Enterobactérias, as
proteinas GInB e GInK de H. seropedicae séo uridililadas pela enzima GInD (BONATTO
et al., 2007).

Além de ser modificada covalentemente por uridillacdo a atividade das
proteinas Pll também pode ser regulada pelos niveis de carbono e energia através da
interacéo com os efetores alostéricos ATP, ADP e ao a-cetoglutarato (NINFA, 2007).

Em 2007, Benelli et al. mostraram que o mutante glnB™ de H. seropedicae nao
fixava nitrogénio. Este resultado, porém, ndo foi confirmado por Noindorf (2007), pois o
mesmo mutante apresentou fendtipo Nif*. Por outro lado, a proteina GInB mostrou-se
importante na regulacdo da fixacdo de nitrogénio participando da ativacdo da
transcricdo dos genes da nitrogenase, por meio do controle da atividade de NifA
(NOINDORF, 2007).

2.4. ENZIMAS NAD SINTETASES

O interesse pelas NAD sintetases nos Ultimos anos surgiu porque ela € uma
enzima fundamental na sintese do cofator NAD. Por esta importancia chave no
metabolismo, o desenvolvimento de farmacos que tenham como alvo esta enzima em
bactérias patogénicas pode ter importancia médica (BELLINZONI, 2002).

Até agora sdo conhecidos 65 genes de NAD sintetases, distribuidos em 59
genomas. Os seguintes organismos apresentam duas copias de nadE, com excecao de
Methanosarcina acetivorans, que tem trés nadEs: Termotoga maritima, Clostridium
acetobutilycum, Sinorhizobium meliloti, Mezorhizobium loti e Methanosarcina
acetivorans. Ainda ndo se sabe qual a relevancia funcional da presenca de copias
adicionais de genes desta enzima.

As enzimas NAD sintetases de procariotos podem variar de acordo com a
especificidade de substrato doador de grupos amino. Elas podem utilizar a amdnia

diretamente do meio, como ocorre em Salmonella typhimurium (HUGHES, 1988) e E.
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coli (IMSANDE, 1961) ou a amoénia proveniente da hidrolise do grupo amida da
glutamina, o que exige uma regido denominada amidohidrolase na proteina (PACE e
BRENER, 2001). Os dois tipos de NAD sintetases apresentam um dominio comum,
responsavel pela amidacdo do acido nicotinico adenina dinucleotideo (NaAD). Durante
esta reacdo uma molécula de ATP é hidrolisada a AMP e PPi, e um intermediario NaAD
adenililado é formado, em seguida, ocorre a amidacgédo, produzindo o NAD. Os primeiros
estudos de NAD sintetases envolviam enzimas de levedura e de figado e eritrocitos de
mamiferos. Nestes organismos, a sintese de NAD ocorre utilizando como fonte do
grupo amino da glutamina. Quando esta reacdo foi estudada em E. coli e outros
procariotos houve, no entanto, especificidade para NH;" ao invés de glutamina
(SPENCER e PREISS, 1966). Mas esta relacdo onde NAD sintetases de procariotos
seriam dependentes de NH;" e de eucariotos de glutamina ndo se manteve de forma
gue se conhecem procariotos capazes de utilizar glutamina, como Mycobacterium
tuberculosis (BELLINZONE et al., 2005).

O dominio responséavel pela hidrélise da amida da glutamina foi caracterizado
por Pace e Brener (2001). NAD sintetases dependentes de glutamina fazem parte da
super-familia Nitrilase, que apresenta como motivos funcionais 0os aminoacidos
cisteina, lisina e glutamato capazes de catalisar a hidrélise de ligacdes C-N. Esta
super-familia € composta por treze familias, sendo nove com especificidade de
substrato reconhecidas. Apesar do nome, apenas um dos ramos da super-familia tem
atividade de nitrilase, enquanto os outros oito ou apresentam atividade amidase — do
gual faz parte o grupo das NAD sintetases dependentes de glutamina. Estes autores
também estabeleceram sequiéncias de consenso flanqueando os aminoacidos com
atividade catalitica do sitio ativo (Figura 1) (PACE e BRENER, 2001).

ceelej] | B U] EREle) [ [V[ClE]D]  [w[T]p]

Figura 1 - Regides de consenso do sitio ativo da regido amidohidrolase das NAD sintetases
dependentes de glutamina em procariotos. Em vermelho, com o fundo amarelo, estdo os
aminoacidos da triade catalitica, glutamato (E), lisina (K) e cisteina (C). Os outros aminoacidos
em letras mailsculas sdo conservados em 90% das enzimas da familia e os demais, em letras
mindsculas, estdo os aminodcidos presentes apenas nas NAD sintetases dependentes de
glutamina de procariotos (modificado de PACE e BRENER (2001)).

Os genes nadE1l e nadE2 de H. seropedicae sdo homodlogos a genes de NAD

sintetases dependentes de glutamina. Além disso, a sequéncia de aminoacidos predita
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para as proteinas codificadas por estes genes apresentam o dominio funcional
envolvido na hidrolise de glutamina (LASKOSKI, 2007).

Recentemente, foi revelada a primeira estrutura de uma NAD sintetase
dependente de glutamina (Figura 2). A enzima homo-octamérica é formada por dois
tetrameros dispostos paralelamante onde os dominios glutaminase ficam voltados para
o lado interno da estrutura e os sintetase, para a borda externa; ela ainda é
caracterizada por uma série de contatos formando tuneis por onde a glutamina e a
amoOnia tém acesso aos seus sitios ativos (aminoacidos destacados na figura 3). Estes
tineis tém forma de U com extens&o total de 73 A. No ponto de inflexdo est4d uma
regido chamada de alca YRE, que € proxima ao dominio glutaminase. Assim, a
glutamina percorre parte do tunel em direcdo ao dominio glutaminase, no interior da
estrutura, e a amoénia produzida segue até a outra extremidade do tanel, no dominio
sintetase (LARONDE-LEBLANC, RESTO e GERRATANA, 2009).

A regido do tunel que dé acesso ao dominio glutaminase é composta por duas
subunidades diferentes; para chegar ao dominio glutaminase da subunidade 5, por
exemplo, a glutamina passa por uma regido formada por contatos entre aminoacidos
da subunidade 1 (primeiros dois tercos, com residuos pouco conservados pertencentes
aos dominios sintetase e glutaminase desta subunidade) e a regido glutaminase da
subunidade 5 (outro ter¢co, com aminoacidos conservados) (LARONDE-LEBLANC,
RESTO e GERRATANA, 2009).

Enguanto os dominios glutaminase e sintetase em um mesmo mondmero estao
separados por aproximadamente 55 A, estes mesmos dominios entre subnunidades
diferentes (1 e 5, por exemplo) estdo separados por aproximadamente 35 A. Entéo,
apesar de cada subunidade apresentar um dominio glutaminase e um sintetase, a
amoénia liberada pelo sitio glutaminase é utilizada pelo dominio sintetase de outra
subunidade em funcdo da maior proximidade entre eles. O caminho que leva a amonia
do sitio glutaminase para o sitio sintetase mede 40 A, sendo que um terco desta parte
do tanel é composto por residuos pertencentes ao dominio glutaminase de uma
subunidade e os outros dois tercos sdo formados por residuos do dominio sintetase de
outra subunidade (no caso do tunel entre a glutaminase 5 e sintetase 1, por exemplo).
Os residuos que fazem estes contatos entre as subunidades e que sdo conservados
em procariotos estdo indicados na figura 3. Esse mecanismo de transporte da amoénia
inter-subunidades diferencia a NadE de M. tuberculosis de outras proteinas

multiméricas com dominios glutaminase e sintetase na mesma subunidade e que
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contém tuneis para o transporte da amodnia, pois, normalmente, estas vias sao

formadas por contatos entre aminoacidos de uma mesma subunidade (LARONDE-
LEBLANC, RESTO e GERRATANA,20009).

Figura 2 — Estrutura da NAD sintetase dependente de glutamina de Mycobacterium
tuberculosis. Os dominios glutaminase, no centro, estdo identificados pela letra G e o0s
dominios sintetase, nas bordas, estao identificados pela letra S; ambos estdo acompanhados
pelos numero que indicam suas respectivas subunidades.

Baseando-se na estrutura, na conservagdo de aminoacidos e em experimentos
de atividade da NAD sintetase de M. tuberculosis LaRonde-LeBlanc et al. (2009)
definiram uma série de residuos importantes na organizacdo dos tlneis e na ativacdo
do dominio sintetase em resposta a atividade glutaminase. A estrutura cristalografica
de M. tuberculosis mostra que os residuos que fazem contato inter-subunidades no
tunel de aménia séo glutamato 129 (Ss), lisina 644 (S;) e aspartato 656 (Si). Esses
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residuos sdo conservados em procariotos e indicados na figura 3. Experimentos de
atividade na NAD sintetase de no mutante aspartato 656 por alanina mostraram que o
dominio glutaminase, diferentemente da estirpe selvagem, deixou de ser ativado em
resposta aos substratos da reacado catalizada pelo dominio sintetase. Este mutante, no
entanto, permaneceu com a mesma atividade glutaminase basal que a estirpe
selvagem. Além disso, este mesmo mutante deixou de transportar eficientemente a
amoOnia produzida pelo dominio glutaminase para o dominio sintetase. Estes resultados
mostram a importancia deste residuo no sincronismo entre as duas atividades e
também no transporte da amoénia inter-dominios (LARONDE-LEBLANC, RESTO e
GERRATANA, 2009).

A regi&o do tinel por onde passa a aménia apresenta aproximadamente 2 A de
didmetro; o que é suficiente para a passagem da amoénia. Diferentemente das NAD
sintetases ja caracterizadas, ela apresenta duas constricbes, uma de 0,8 e outra de 1
A, compostas por aminoacidos hidrofébicos, o que também néo havia sido descrito em
outras NAD sintetases. Estas constricdes provavelmente tém como funcdo impedir o
transporte de aménia para o sitio sintetase enquanto ele estd ocupado, permitindo
apenas quando ocorre a formacéo do intermediario NaAD adenililado. No final do tinel
encontra-se outro aminoacido importante funcionalmente: o aspartato 497, que atua
proximamente ao NaAD atuando como base para transformar o ion amonio
transportado em aménia, se ele for transportado como tal, ou entdo, como ultima
interacdo de hidrogénio se a amoénia for transportada (LARONDE-LEBLANC, RESTO e
GERRATANA, 2009).

O trabalho de LaRonde-LeBlanc et al. mostra outras caracteristicas estruturais
importantes no funcionamento da enzima. No dominio sintetase € observada alta
semelhanca estrutural entre as NAD sintetases dependentes de aménia e a NadE de
M. tuberculosis. Ambas consistem de dimeros de dominios sintetase. A diferenca € que
a NadE de M. tuberculosis apresenta duas a-hélices adicionais, que sdo necessarias
para a juncdo do oligbmero. Além disso, muitas das hélices que sdo conservadas tanto
nas NAD sintetases dependentes de amdnia, quanto nas dependentes de glutamina
séo estendidas apenas na enzima de M. tuberculosis. Uma delas € a-hélice 9, que tem
o segmento N-terminal estendido contatando o dominio glutaminase. O segmento C-
terminal, por sua vez, contata a regido de ligagdo do NaAD, no dominio sintetase Sg
através dos residuos de arginina 354 e glicina 350 do tunel de aménia da subunidade

Si, que séo conservados nas NAD sintetases dependentes de glutamina (exemplo para
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a-9 S;). Estes ultimos residuos contatam a asparagina 641, ao lado de aminoéacidos da
segunda constricao hidrofébica do tinel de amonia.

10 20 30 40 50 60

e e e e e e I I T
1 MNFYSAYQHGFVRVAACTHHTTIGDPAANAASVLDMARACHDDGAALAVFPELTLSGYSI 60

70 80 90 100 110 120

B e e e T T L I
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Figura 3 —Sequéncia de aminoacidos da NAD sintetase de M. tuberculosis. (®) aminoacidos
gue fazem contato intersubunidades na regido do transporte de aménia no tinel U. (%)
aminoacidos do tunel de aménia conservados em procariotos. (¢) contato inter-dominio na
regido de transporte de glutamina no tinel em U. (1 e 2) aminoacidos presentes nas
constricdes hidrofébicas no tunel de transporte de amdnia. Em fundo amarelo a triade
catalitica; em fundo verde o aminoacido aspartato, que atua como base para a transformacéao
do ion aménio em amdnia; a alca YRE esta sublinhada. Destacados em fundo cinza estdo os
residuos do prolongamento da a-hélice 9; (1) aminoacidos da a-hélice 9 no tunel de amonia

gue contactam a asparagina 641

Gerratana et al. (2009) caracterizou a NAD sintetase de Thermotoga maritima.

Neste trabalho também foram comparados resultados de andlises de sequéncias de 37

organismos e o0s estudos de cinética das NAD sintetases de M. tuberculosis
(LARONDE-LEBLANC, RESTO e GERRATANA, 2009), S. cerevisiae (YU e DIETRICH,

1972) e de T. maritima (GERRATANA, YAFFE e RESTO, 2009). O resultado foi

a

divisdo das NAD sintetases dependentes de glutamina em trés grupos de acordo com a

capacidade de sincronizar as atividades sintetase e glutaminase: A, com alta eficiéncia,

representado por M. tuberculosis; B, com eficiéncia intermediaria, representado por

NAD sintetases de eucariotos; C, com baixa eficiéncia, como a NAD sintetase de

Thermotoga maritima. Diferentemente dos grupos A e B, que tém maior especificidade
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para a Glutamina, o grupo C n&o apresentou maior especificidade de um substrato com
relacdo ao outro. Um motivo para que o grupo A apresente a maior eficiéncia de
sincronismo é o mecanismo de ativacdo do dominio glutaminase. Diferentemente dos
grupos B e C, nos quais a atividade glutaminase é estimulada apenas pela presenca de
um dos substratos do dominio sintetase, o NaAD ou o ATP juntamente com o NaAD, as
NAD sintetases do grupo A sO tem seus dominios glutaminase estimulados pela
presenca do intermediario AMP adenililado. Além disso, também foram encontradas
eficiéncias diferentes na canalizacdo da amoénia produzida no dominio glutaminase
para o dominio sintetase medidas pela estequiometria de sintese de NAD e hidrdlise de
glutamina. Na NAD sintetase de M. tuberculosis entre 73 e 95% da amoénia produzida &
utilizada para a sintese do NAD. J4 em S. cerevisiae e T. maritima estes resultados
ficaram entre 51 a 55 % e 19 a 36 %, respectivamente, dependendo das concentracfes
de glutamina (GERRATANA, YAFFE e RESTO, 2009).

Dois residuos na alca YRE: a glutamina 129 e a fenilalanina 130 sé&o
conservados no grupo com maior eficiéncia catalitica. No grupo de eficiéncia
intermediaria apenas o residuo de glutamina 129 é conservado, enquanto a fenilalanina
130 esta conservada apenas no grupo C. Além disso, nenhum dos trés residuos que
formam a segunda constri¢cdo hidrofébica (leucina 486, leucina 639 e prolina 640) estao
conservados nos grupos B e C (GERRATANA, YAFFE e RESTO, 2009).

2.5. AS VIAS BIOSSINTETICAS DO NAD

O NAD pode ser produzido através de vias de reciclagem, a partir de anéis de
pirimidina como o &cido nicotinico e a nicotinamida, ou por uma via de novo, com trés
passos (Figura 4). Estas vias podem convergir para um ramo Unico, composto por dois
passos, dentre os quais, NadE catalisa o ultimo, ou entdo, para uma via alternativa de
reciclagem, catalisada pela nicotinamida mononucleotideo adenililtransferase
(STANCEK et al., 2005; HUGHES, 1988; IMSANDE, 1961).
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Figura 4 - Vias biossintéticas do NAD. Esquema mostrando as vias de sintese de NAD
encontradas nos procariotos. Via de novo: L-aspartato oxidase (NadB), quinolato sintase
(NadA), &cido quindlico fosforribosiltransferase (NadC). Via comum: &cido nicotinico
mononucleotideo adenililtransferase (NadD) e NAD sintetase (NadE). Vias de reciclagem:
nicotinamida deamidase (PncA), acido nicotinico fosforribosiltransferase (PncB), nicotinamida
fosforribosiltransferase (NadV) e a proteina multifuncional NadR, que tem atividade nicotinamida
ribonucleosideo quinase e nicotinamida mononucleotideo adenililtransferase (modificado de
STANCEK et al. (2005)).
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2.5.1.Viade novo

O composto chave para a sintese de NAD pela via de novo é o quinolato. Para
ser transformado em NAD, este composto precisa ser fosforribosilado, depois
adenililado e, em seguida, amidado (BEGLEY et al, 2003).

O quinolato pode ser produzido em procariotos a partir do aspartato e, em
alguns procariotos, e em eucariotos a partir do triptofano. A via que parte do triptofano
€ composta por cinco passos enzimaticos (BEGLEY, 2003). A sintese de quinolato a
partir do aspartato ocorre apds a oxidacado deste a imino-aspartato, pela L-aspartato
oxidase, numa reacdo dependente de O, ou de fumarato, seguida pela sua
condensacdo com a dihidroxiacetona fosfato. O quinolato resultante é entdo
fosforribosilado, pela quinolato fosforribosiltransferase, produzindo o &cido nicotinico
mononucleotideo (NaMN), que segue por um ramo que € comum as vias de novo e de
reciclagem (FOSTER e MOAT, 1980).

2.5.2.Ramo comum

O ramo comum da via tem como composto inicial o acido nicotinico
mononucleotideo (NaMN), que ¢é adenillado pela enzima &cido nicotinico
mononucleotideo adenililtransferase (NadD) gerando o NaAD, que sofre, em seguida,
uma reacao de amidacao, catalisada por NadE, produzindo o NAD (HUGHES, 1988;
IMSANDE, 1961).

2.5.3.Vias de reciclagem

Nas vias de reciclagem podem ser utilizados como substratos a nicotinamida, o
acido nicotinico, ou a nicotinamida ribonucleosideo (BEGLEY et al., 2003).

A nicotinamida e a nicotinamida ribonucleosideo podem ser convertidos em
NAD por um ramo comum as vias de novo e de reciclagem, passando pelo
intermediario &cido nicotinico mononucleotideo (NaMN), ou entdo por uma via
alternativa passando pelo intermediario nicotinamida mononucleotideo (NMN). Para
passar pelo ramo comum o acido nicotinico é fosforribosilado, sendo convertido em
NaMN (KURNASOV et al., 2002).
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A nicotinamida pode seguir esta mesma via, mas para isso ela € inicialmente
deamidada pela nicotinamida deamidase. J& nas vias independentes do ramo comum,
onde o NMN é o intermediario, a nicotinamida e a nicotinamida ribonucleosideo podem
ser precursores. Para tanto, a nicotinamida é adenililada pela nicotinamida fosforribosil
adenililtransferase (NadV), enquanto a nicotinamida ribonucleosideo deve ser
fosforilada pela enzima multifuncional NadR (KURNASOV et al., 2002). O intermediario
NMN é, entdo, convertido em NAD por adenililacdo pela NadR (BEGLEY et al., 2003) —
esta proteina ainda pode ser reguladora transcricional, funcéo descrita adiante no topico
sobre a regulacéo transcricional. Alternativamente, o NMN pode ser ainda deamidado,
transformado-se em NaMN, e partir para o ramo comum (BEGLEY et al., 2003).

2.5.4.Regulacgéo transcricional da via de novo e de reciclagem

Em 1988 foi identificado o gene nadl, que corresponde ao gene da proteina
multifuncional nadR. Este gene codifica um inibidor transcricional de NadA e NadB em
Salmonella typhimurium. Mutantes nulos neste gene passaram a expressar
constitutivamente nadA e nadB independentemente de alteracdes fisioldégicas que
poderiam afetar a expresséo destes genes (ROTH, 1988).

E. coli crescida em meio suplementado com acido nicotinico, um precursor de
uma via de reciclagem, apresentou sintese reprimida de quinolato. Além disso, a
presenca de NAD e NADH inibem a atividade da &acido quindlico sintetase (FOSTER e
MOAT, 1980).

Em Salmonella enterica foram caracterizadas as atividades dos trés dominios
de NadR. Um dominio N-terminal foi capaz de reprimir a expressao dos genes nadA,
nadB e pncB em resposta a baixos niveis de ATP e altos niveis de NAD. O C-terminal
apresentou atividade nicotinamida ribonucleosideo quinase, e o central mostrou fraca
atividade nicotinamida adenililtransferase, relevante fisiologicamente apenas quando a
via comum de sintese de NAD é bloqueada (ROTH, 2005).

Recentemente foi mostrado que em Mycobacterium a via de reciclagem é
ativada em condicBes de hipdxia. Foi rastreada a incorporacéo de **Nicotinamida e
avaliada da expressdo génica por RT-PCR. Os genes da via de reciclagem foram
fortemente induzidos em baixas concentracdes de O,, tal como observado em células

isoladas de ratos cronicamente infectados (BARRY et al., 2008).
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Em Bradyrhizobium japonicum associado as raizes de soja ocorre regulacédo da
atividade das enzimas biossintéticas do NAD. Quando o0 microorganismo associa-se a
planta ocorre uma queda na atividade destas enzimas (TEZUKA e MURAYAMA, 2002).

2.6. RE-SINTESE DE NAD E A INFLUENCIA DO OXIGENIO

O NAD é ressintetizado constantemente devido ao seu uso nos processos de
sinalizacdo celular (CHENG e ROTH, 1995). Essa ressintese € aumentada
consideravelmente dependendo dos niveis de oxigénio. Além disso, a concentracédo
deste cofator ao longo do crescimento e dependendo das condi¢cdes ndo se mantém
constante (WIMPENNY e FIRTH, 1971).

Em condicbes de aerobiose as concentragcbes de NAD aumentam, e em
anaerobiose diminuem. Estes resultados sdao mantidos em diferentes organismos. Os
niveis de NADH, por outro lado, sdo mais constantes do que os niveis de NAD
(WIMPENNY e FIRTH, 1971).

Em Salmonella typhimurium o ciclo do NAD € cinco vezes mais ativo sob
condicdes aerObicas do que em anaerobiose. Em altos niveis de O, o NAD é
amplamente convertido em NMN por reacfes de sinalizacdo e prontamente reciclado,
por intermédio da nicotinamida mononucleotideo deamidase, pois 0 aumento
exagerado de NMN pode inibir enzimas que utilizam o NAD como substrato de
sinalizacdo (CHENG e ROTH, 1995).

2.7. O NAD COMO SINALIZADOR CELULAR

O NAD foi descoberto como co-fator em reacdes de 6xido-reducdo na glicélise
(revisado por BRENER et al., 2005). Desde entdo, foi demonstrada sua participacao
em diversas outras reacfes de oOxido-reducdo com a inter-conversao entre NAD e
NADH. Sendo que dentre as reacdes de oxido-reducao conhecidas o NAD participa de
80% delas (FABER, 2004). Mais recentemente tem sido demonstrado o papel do NAD
na sinalizagédo celular em reagdes onde ocorre a sua “degradagao”. Exemplos sdo a
formacéo do ADP-ribosil ciclico, reacbes de ADP-ribosilacdo e a poli(ADP)ribosilacéo
de biomoléculas (ZIEGLER et al., 2007).



26

No nucleo de células eucariéticas o NAD participa do silenciamento génico,
mediado pelas sirtuinas (SINCLAIR et al., 2003). No processo, as sirtuinas promovem a
remocao de grupos acetil ligados a histonas liberando O-acetil-ADP-ribose (ZIEGLER
et al., 2007). Ainda no nucleo, o NAD também é amplamente consumido em reacdes
de poli ADP-ribosilagcéo, pela poli (ADP-ribose) polimerase 1, que esta envolvida no
reparo de danos ao DNA de fita simples (ZIEGLER et al., 2006).

2.8. PREVISAO DE INTERACOES PROTEINA-PROTEINA POR
ANALISE GENOMICA

Uma forma de prever relagBes entre proteinas € através da identificacdo de
padrdes de conservagao de seus genes entre genomas distantes filogeneticamente. A
disposicdo de genes em operons, a conservacdo da vizinhanca em espécies
filogeneticamente distantes, caracterizada pela proximidade de até 300 pares de base
de distancia entre os genes, além da fusdo génica (genes que se apresentam
fusionados em alguns organismos e separados em outros organismos) sédo padrdes
gue podem indicar relacfes funcionais entre proteinas (HUYNEN, 2000).

No genoma de Micoplasma genitalium foram identificados 178 genes com
vizinhanca conservada em pelo menos trés das espécies distantes filogeneticamente
analisadas. Entre as proteinas codificadas por estes genes, pelo menos 63%
interagiam fisicamente, direta (30%) ou indiretamente (33%), na forma de complexos.
Utilizando critério de sele¢cdo mais rigoroso, requerendo conservacao da vizinhanca em
seis das espécies analisadas a porcentagem de proteinas que interagem fisicamente
passou para 80% (HUYNEN et al., 2000).

No genoma de H. seropedicae, uma bactéria do filo proteobacteria, o gene que
codifica a proteina GInB encontra-se a 176 pares de base do gene que codifica a
proteina NadE1l (GENOPAR). Em uma busca de conservacgao filogenética utilizando o

programa STRING (http://string.embl.de/) e utilizando a B-proteobacteria Azoarcus

como organismo modelo na busca, a relacdo NadE1/GInB se mostrou conservada em
28 genomas, sendo sete espécies da divisdo gama-proteobacteria, uma na delta-
proteobacteria, uma Firmicutes e outra Chloroflexi. O escore desta analise foi de 0,79,
considerada de alta confianca para a predicdo de interacdo funcional (Figura 5)
(modificado Laskoski, 2007).


http://string.embl.de/
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Figura 5 - Cladograma destacando alguns organismos com genes nadE préximos a genes
ginB. As barras verdes representam nadE, as vermelhas gIlnB e as setas brancas indicam
genes diferentes de gInB e NadE.
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Realizando esta mesma busca utilizando a enzima NadE de Rhodobacter na busca,
cuja NAD sintetase € dependente de NH,4, como modelo o nUmero de genomas onde os dois
genes aparecem juntos passa para 52, mas o escore é de 0,56, pois neste organismo 0s

dois genes ndo sao encontrados proximos (HUYNEN et al., 2000).
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1. JUSTIFICATIVA

Herbaspirillum seropedicae apresenta dois genes que codificam para NAD
sintetases (hadE1l e nadE2). O gene de NadEL1l j& foi clonado e a proteina, purificada.
N&o se sabe, no entanto, se esta proteina foi purificada na forma ativa.

As NAD sintetases podem usar tanto glutamina, quanto a amodnia como grupo
doador de nitrogénio. Entdo, sdo necessarios ensaios de atividade e analises cinéticas
para a determinacéo da preferéncia por um destes substratos.

N&o existem trabalhos mostrando uma relagéo funcional entre NadE1l e GInB.
Na predicdo de interagdo utilizando o programa STRING foi obtida uma alta
probabilidade de relacdo funcional (0,78) entre essas duas proteinas.

Dadas estas consideracdes, este trabalho pretende caracterizar
enzimaticamente NadEl e NadE2 e determinar uma possivel relacdo entre GInB e
NadEL1l.

2. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho sdo a clonagem, expressdo e purificacdo de
NadEZ2, além da caracterizacao da atividade enzimatica das enzimas NadE1 e NadEZ2.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos séo:

- Clonar o gene nadE2

- Expressar e purificar a proteina NadE2-his tag

- Purificar NadE1-his tag

- Determinar a atividade especifica de NadE1 e de NadE2

- Determinar os Ky aparentes para os substratos: ATP, NaAD, glutamina e
amonia.

- Determinar a principal fonte doadora de grupamento amina para a sintese de

NAD em NadE1 e em NadE2: am&nia ou glutamina
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- Determinar o efeito de GInB e de GInB-U na atividade de NadE1
- Determinar a massa molecular da estrutura quaternaria de NadEl e de

NadE2 por gel filtracédo



31

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. BACTERIAS E PLASMIDEOS

As estirpes de bactérias e plasmideos utilizadas estdo na Tabela 1.

TABELA 1 — ESTIRPES E PLASMIDEOS UTILIZADOS

_ o Referéncia ou
Estirpes Caracteristicas
fonte
H. seropedicae
SMR1 estirpe selvagem, Sm”® Souza et. al., 2000

Escherichia coli

SAMBROOK et al.,

DH10b Nal; F'[proAB+ lacZAM15]
1989
BL21 (DES3) pLysS. Expressa T7 RNA polimerase Novagen
) o Referéncia ou
Plasmideos Caracteristicas
fonte

pET28a contendo nadE1 (2059 pb), clonado
pETnadE1l LASKOSKI, 2007
como um fragmento Ndel/ BamHI.

pET28a KMR, vetor de express&o Novagen

pET28a contendo nadE2 (1698 pb), clonado
pETnadE2 Este trabalho
como um fragmento Ndel/ BamHI.

5.2. MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

H. seropedicae foi cultivado em meio solido NFbHPN-malato (KLASSEN et
al.,1997) em estufa (meios solidos) ou sob agitacdo a 120 rpm (meio liquido), ambos a
30°C.

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB)
(SAMBROOK, 1989) ou em meio SOB (SAMBROOK, 1989) sob agitacdo de 120 rpm,
a 37°C ou em meio LA, a 37°C, suplementadas com os antibioticos adequados.

As composicdes dos meios de cultura utilizados estdo na tabela 2, 3, 4 e 5.
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TABELA 2 — MEIO NFB-MALATO:

(gramas/litro)

MgS0,.7H,0 2,0.10"
NaCl 1,0.10™
CaCl, 2,0.10°
Acido nitrilo-triacético 5,6.107
Fe-SO,.-H,0 2,0.10°
Acido malico 5,0
Biotina 1,0.10%
Na,Mo00,.,H,0 2,0.10°3
MnSO,.H,0 2,35.10°
H3BOs3 2,8.10°
CuSO4.5sH,0 8,0.10°
KH,PO, 4,0
K,HPO, 6,0

Para o meio NfoHPN-malato foram adicionadas no momento do uso solucdes
estéreis de NH4Cl (20 mmol/L de concentracdo final) e a mistura de fosfatos. Para a
obtencdo do meio sélido foi adicionado 4gar ao meio liquido na concentracao de 15
g/L.

TABELA 4 — MEIO SOB

(gramas/litro)

Bacto triptona 20,0
Extrato de levedura 5,0
Cloreto de sédio 0,5
Cloreto de potassio 0,186
Sulfato de magnésio 2,4

O pH foi ajustado para 7 com NaOH 2 mol/L.

O meio SOC foi obtido com a adi¢ao de glucose 20 mmol/L ao meio SOB.
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TABELA 5 - MEIO LB:

(gramas/litro)

Extrato de levedura 5
NaCl 10
Triptona 10

5.3. ANTIBIOTICOS

Para selecdo e manutencdo dos plasmideos foram utilizados os antibioticos
mostrados na TABELA 6.

TABELA 6 -ANTIBIOTICOS

Antibidtico Concentracao
Canamicina (Km) 100 pg/mL
Estreptomicina (Sm) 80 pug/mL

As solucbes foram preparadas em agua destilada autoclavadas, esterilizadas

por filtracdo e mantidas a 4°C.

5.4. MANIPULACOES DE DNA

5.4.1 Amplificacéo através da reacdo em cadeia da enzima DNA polimerase

Os oligonucleotideos iniciadores para nadgE2: 5 - GGA TGC CAT ATG CTT
CGC ATC GCC ATC G - 3' (com sitio de restricdo para Ndel) e 5'- AAC AGG GAT CCA
TGG CAA TCG GGT CC -3' (com sitio de restricdo para BamHI) foram sintetizados
baseando-se na sequéncia obtida através de busca no banco de dados GENOPAR. O
gene nadeE2 foi identificado com o auxilio do programa BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os sitios de reconhecimento para as enzimas Ndel e

BamHI foram introduzidos para posterior clonagem no vetor de expressao pET28a.

Como molde para a reacgdao foi utilizada uma cultura de H. seropedicae diluida em agua


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

34

e fervida por 5 minutos. Para minimizar o risco de mutagcbes a reacdo foi realizada
utilizando a enzima Fidelity tag DNA polimerase, seguindo o protocolo fornecido pelo

fabricante.

5.4.2 Eletroforese em gel de agarose

Este procedimento foi realizado como descrito por Sambrook et al. (1989). O
gel de agarose foi preparado utilizando o tampéao TAE (Tris acetato 40 mmol/L pH 8,0 e
EDTA 1 mmol/L). Foi utilizada concentracédo de 1% de agarose. O DNA foi corado com
brometo de etideo e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta acoplado a

um sistema de video (UVP Bioimaging Systems).

5.4.3 Clivagem do DNA com enzimas de restrigao

As endonucleases de restricdo foram utilizadas nos processos de clonagem e
para a confirmacdo de clones. As condicOes das reacdes seguiram as especificacoes
fornecidas pelos fabricantes das enzimas (Invitrogen e Fermentas). O sistema de
restricdo foi composto por DNA plasmidial purificado, 2,5 U de enzima em tampéao
adequado. A reacédo ocorreu a 37° C pelo periodo necessario para que na analise de
restricdo, por eletroforese em gel de agarose, fosse verificada o(s) fragmento(s)

esperado(s) para cada reacao.

5.4.4 Reacéo de ligacao

Em cada reacdo o vetor foi linearizado pela acdo das enzimas de restricdo
adequadas. Paralelamente, o inserto produzido por PCR foi cortado com as mesmas
enzimas. Em seguida, estas enzimas foram removidas utilizando o kit de purificacdo
(Qiagen) e os fragmentos de interesse ligados a uma razdo molar entre inserto e vetor
de aproximadamente de 10:1, na concentracéo total de DNA de aproximadamente 10
ng/uL. Para a reacdo de ligagcdo foram utilizados o DNA, um tampédo de ligacéo
(Invitrogen), agua deionizada e a enzima T4 DNA ligase (1 U) em um volume de 10

microlitros. A DNA ligase foi adicionada ap06s resfriamento do sistema, previamente
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aquecido a 60° durante um minuto. A reacdo foi incubada por uma noite, a 16°C. O

produto da reacéo foi utilizado para subsequente eletroporacao.

5.4.5 Reacéo de seqguenciamento

As reacdes de sequenciamento foram realizadas num sequenciador automatico
(Applied Biosystems, modelo 377) utilizando o sistema DYEnamic ET terminator
(GeHealthcare). O sistema foi composto por 4 microlitros da solucdo DYEnamic ET
terminator, 0,5 pmol de oligonucleotideo iniciador, aproximadamente um micrograma
de DNA plasmidial purificado, num volume total de 10 microlitros. Os seguintes
oligonucleotideos iniciadores foram usados para sequenciar internamente nadEl:
primer NadE1A (°CTG AAG GTC GAT CAC CAG?), primer NadE1B °GTG CTG GTG
AAC CTG TCG?), primer NadE1C (*ACC TTC GGT CAG TCG GTG?), primer NadE1D
(CAAC ATC CTG GCC TAT ACC?), primer NadE1E (°GAC CAC ATG TCG CAC TAC?)
e 0s primers promotor e terminador do T7.

Os sistemas de reacéo foram preparados e distribuidos em tubos de plastico
para PCR protegidos da luz e mantidos a 4°C até a reacdo. As reagdes consistiram na
repeticdo de 30 ciclos consecutivos de 95 °C (30 segundos), 55°C (30 segundos) e
60°C (60 segundos).

As reacdes foram entdo precipitadas adicionando 90 microlitros de uma
solugcéo de isopropanol a 65% e centrifugando a 13000 rpm por 30 minutos em uma
centrifuga de mesa. Ao precipitado foi adicionado etanol 70% e este foi novamente
centrifugado por 30 minutos. O DNA precipitado foi seco em temperatura ambiente e,
em seguida, dissolvido em 4 microlitros de tampé&o formamida, desnaturado (96°C por 2
minutos) e submetido a eletroforese no seqiienciador automatico ABI PRISM 377 DNA
Sequencer (Applied Biosystems).

O gene nadE2 clonado n&o foi sequenciado.
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5.4.6 Preparo de células eletrocompetentes

Cinco mililitros de meio LB contendo antibi6ticos foram inoculados com E. coli e
cultivados por 16 horas. Duzentos microlitros deste pré-indculo foram utilizados para
inocular 200 mililitros de meio LB, também com antibioticos. A cultura foi incubada sob
agitacao constante a 37° C até uma D.O.gyo aproximada de 0,7, quando foi transferida
para um tubo de centrifuga estéril previamente resfriado e a partir deste momento ela
foi mantida no gelo. A suspenséo foi centrifugada a 2500 g a 4° C durante 5 minutos. O
sedimento foi lavado com 40 mililitros de &gua estéril gelada, centrifugado e
ressuspenso com 40 mililitros de glicerol 15% gelado e, ap6s nova centrifugacdo, o
glicerol foi removido por inverséo e as células ressuspendidas na solucao de glicerol
restante no tubo. As células foram separadas em aliquotas de 100 microlitros e

armazenadas a -70°C por até dois meses.

5.4.7 Transformacgéo bacteriana por eletroporacéao

Um microlitro do produto de ligacdo ou 0,4 microlitros da solucao do plasmideo
purificado foram utilizados para transformar 100 microlitros de células eletrocompentes.
A solucéo foi transferida para uma cubeta de eletroporacdo e submetida a um campo
elétrico para induzir a entrada do DNA na bactéria seguindo as instrucdes do fabricante
(BIORAD). Em seguida, as células foram transferidas para 1 mililitro de meio SOC e
mantidas para recuperacao a 37°C por uma hora. A suspenséo foi entdo plaqueada em
meio LA, com antibiotico apropriado.

5.4.8 Purificagdo de DNA plasmidial

A purificacdo de DNA plasmidial foi realizada pelo método da lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989). Um mililitro de cultura cultivada durante 16 horas em meio
LB, com antibi6tico adequado, foi centrifugado a 13000 rpm por um minuto. As células
sedimentadas foram ressuspendidas em 150 microlitros de GET (50 mmol/L de glicose,
25 mmol/L de Tris HCI pH 8,0 e 10 mmol/L de EDTA pH 8,0) e a lise efetuada com a
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adicdo de 150 microlitros de uma solugdo de SDS 1% e NaOH 200 mmol/L. O DNA
cromossomal foi precipitado com 150 microlitros de uma solucéo acetato de potassio 3
mol/L, pH 4,8. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. Ao
sobrenadante foram adicionados 200 microlitros de uma solucéo de cloroférmio/alcool
isoamilico 24:1. Esta solucdo foi entdo centrifugada por 5 minutos a 13000 rpm e o
sobrenadante transferido para um tubo contendo dois volumes de &lcool 96% para
precipitar o DNA plasmidial. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado e
centrifugado como anteriormente com um 1 mililitro de alcool 70%. O precipitado foi
entdo ressuspendido em 50 microlitros de agua deionizada autoclavada e incubada por
2 horas a 37°C com 1 microlitro de RNAse (10mg/mL).

55 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS

5.5.1 EXPRESSAO E LISE PROTEICA

Trés colbnias da estirpe BL21 contendo o plasmideo pETNadE1 ou pETNadE2
foram inoculadas em cinco mililitros de meio LB com o antibidtico canamicina e
incubados por uma noite a 37°C. Quatro mililitros deste pré-inéculo foram adicionados
a 400 mililitros de meio LB, com o mesmo antibidtico, e incubados a 37°C até uma
D.0.600 aproximada de 0,5. Uma solucao de IPTG foi adicionada ao inéculo equilibrado
termicamente na temperatura de inducdo obtendo-se uma concentracdo final de 300
pmol/L. A inducédo da expressao foi realizada durante a noite, a 16°C, para reduzir as
chances de formacdo de corpos de inclusdo, e mantida sob agitacdo constante. A
cultura foi centrifugada por cinco minutos a 4°C e 5000 rpm. O sedimento celular foi
ressuspendido em 30 mililitros de uma solu¢cdo composta por Tris HClI 50 mmol/L pH 8,
NaCl 100 mmol/L e glicerol 10% (Tampé&o de sonicacdo). Em seguida, as células foram
transferidas para um béquer e lisadas por sonicacdo, sendo mantidas em banho de
gelo. A sonicacgéo foi realizada em pulsos de 15 segundos com intervalos de 15
segundos até completar 2 minutos e 15 segundos. Apdés pausas maiores, com
intervalos de um minuto o ciclo de lise descrito foi repetido duas vezes. As fracdes

soluvel e insolavel resultantes do lisado celular foram separadas por centrifugacéo a
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30000 g, durante 30 minutos, a 4°C e analisadas por eletroforese SDS-PAGE, como

descrito por Laemmli (1970).

5.5.2 Purificacdo de proteinas

As proteinas NadE1l-his e NadE2-his foram purificadas com um gradiente
crescente de imidazol em uma coluna HiTrap™ Chelating HP de 5 mililitros, carregada
com Ni**, previamente preparada de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante (GE-Healthcare). A coluna foi acoplada a um sistema de bomba peristaltica
(GE-Healthcare). A canula do sistema de bombeamento, sem a coluna, foi lavada com
10 mililitros de agua. Em seguida, a coluna foi acoplada a canula e percolada com 20
volumes de agua deionizada autoclavada para lavagem da mesma. Um mililitro de
NiCl, 100 mmol/L foi aplicado da coluna e esta foi percolada novamente com 20
volumes de agua para retirada do Niquel ndo ligado. A coluna foi entdo equilibrada com
cinco volumes do tampao de sonicacdo. A fracdo sollvel foi aplicada, as proteinas
foram eluidas de acordo com a afinidade pelo niquel utilizando os seguintes tampdes,
na ordem e volumes indicados. Tampédo de sonicacdo (10 volumes de coluna) e
tampdes 2, 3 e 4, que consistiram no tampéo de sonicacdo acrescidos de 50, 100 e
300 mmol/L de imidazol (3 volumes de coluna, cada). Uma aliquota de 50 mililitros do
primeiro tampédo e trés aliquotas de 5 mililitros para cada um dos demais tampdes
foram coletadas em tubos e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. As fracfes
contendo a proteina de interesse em maior quantidade e pureza foram dialisadas
durante 12 horas contra uma solugéo Tris HCI 50 mmolL, NaCl 100 mmol/L e glicerol
50% a 4°C. As fracdes dialisadas foram separadas em aliquotas e armazenadas a -
70°C.

5.5.3 Eletroforese SDS-PAGE

Para a andlise eletroforética em condicdes desnaturantes procedeu-se
segundo descrito por Laemmli (1970). As amostras foram diluidas em tampao de
amostra (Tris-HCI 12 mmol/ L pH 6,8, glicerol 5%, SDS 0,4%, 2-mercaptoetanol 2

mmol/L e azul de bromofenol 0,02%) e desnaturadas a 90°C durante 3 minutos.
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Aliquotas de 15 microlitros foram aplicadas em gel de poliacrilamida. Os géis de
separacao foram montados com 10% de poliacrilamida e os de empilhamento 4%,
utilizando como suporte o sistema Hoefer (GE Healthcare). A relacdo de acrilamida e
bis-acrilamida nos dois géis foi de 29:1. As eletroforeses foram realizadas numa
voltagem de 140 V durante o tempo necessario para o azul de bromofenol atingir a
base do gel. O tampéao de corrida foi composto por Tris 25 mmol/L pH 8,3, glicina 192

mmol/L e SDS 0,1%. Os géis foram corados com Coomassie Blue.

5.5.4 Dosagem de proteinas

A concentracdo protéica total em extratos celulares foi determinada pelo
meétodo de Bradford (1976). Como padrdao no método de Bradford foi utilizado o BSA
(albumina de soro bovino). Aliquotas das solu¢cdes com concentracdo protéica
desconhecida foram diluidas de forma a obter solucbes de concentracdo dentro do
intervalo da curva padrédo. O sistema foi composto pela mistura de 100 microlitros de
solucao de proteina e 1 mililitro de solucdo corante (Coomassie Brilliant Blue G-250
100 mg/L, etanol 95% e acido fosforico 85%), previamente filtrada e homogeneizada.
Duzentos microlitros deste sistema foram transferidos para placas de 96 pocos e a
absorbancia em 595 nm foi determinada com um leitor de placas. A concentracao
protéica foi determinada interpolando as absorbancias das solu¢Bes de concentracao

desconhecidas na curva padrdo de BSA.

5.6 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR MALDI-TOF/MS

Fragmentos de gel SDS-PAGE foram extraidos e descorados em tubos de
plastico por lavagens sucessivas com uma solucdo de bicarbonato de amoénio a 25
mmol/L e 50% de acetonitrila. Os fragmentos foram entdo desidratados com acetonitrila
100%. A digestdo com tripsina foi realizada reidratando o gel com uma solucéo
contendo tripsina 10 ug/mL em tampao bicarbonato de aménio 25 mmol/L pH 8 e
acetonitrila 10% durante 30 minutos a 4°C e, em seguida, incubando este sistema,
durante 16 horas a 37 °C. Um microlitro do sistema de digestdo foi misturado com 1
microlitro de uma soluc&o de acetonitrila 50% e acido trifluoracético 0,1% saturada com

a matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico). As amostras foram aplicadas em
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uma placa de MALDI até cristalizarem. Os espectros foram adquiridos usando um
espectrometro MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A
aquisicao das massas foi realizada no modo positivo utilizando 20 kV. A lista de picos

foi criada usando o software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics).

5.7 ATIVIDADE ENZIMATICA

5.7.1 Determinacdo da atividade enzimatica

A formacdo de NAD pela enzima NAD sintetase (NadEl ou NadE2) foi
determinada através do acoplamento com a reacdo catalisada pela alcool
desidrogenase (ADH), que reduz o NAD a NADH. Este ultimo pode ser quantificado
pela absorbancia em 340 nm (modificado YU e DIETRICH, 1972).

Os ensaios de atividade foram realizados considerando a regido da curva de
reacao por tempo onde a velocidade de formacédo do produto foi linear em relacdo ao
tempo de incubacdo. O sistema de reacdo teve a seguinte composicdo: NadE1l ou
NadE2 entre 20 e 160 nmol/L (mondmero), ADH entre 0 e 6 U, MgCl, 20 mmol/L, KCI
20 mmol/L, Tris HCI 62 mmol/L pH 8,5, etanol 1,6%, Ditiotreitol (DTT) 10 mmol/L, ATP
10 mmol/L, NaAD 1 mmol/L e glutamina ou NH,Cl, ambos a 10 mmol/L, totalizando 100
microlitros.

As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos a 30°C em leitor de placas
Tecan Infinity® 200. As reacdes foram disparadas com um dos substratos de NadE
através de um dispensador automético e a leitura da absorbancia foi medida
continuamente em 340 nm com intervalos de 20 segundos. Os resultados em
absorbancia foram gerados em planilhas do Excel. Os resultados em absorbéancia
foram convertidos em dados de concentracdo de acordo com uma curva padrao com
concentragdes conhecidas de NADH. Uma unidade foi definida como a quantidade de
proteina capaz de produzir um micromol de produto durante um minuto (modificado YU
e DIETRICH, 1972).

5.7.2 Estudos de cinética enzimatica

A composicao do sistema de reacao diferiu da utilizada para a determinacéo da
atividade enzimatica quanto a concentracdo dos substratos de NadEl. Para a
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determinacdo do Ky as concentragcdes de substrato foram variadas da seguinte forma:
glutamina entre 0 e 10 mmol/L, NH4" entre 0 e 100 mmol/L, ATP entre 0 e 20 mmol/L, e
NaAD entre 0 e 2 mmol/L. Enquanto a concentracdo de cada um dos substratos variou
dentro da faixa descrita acima as concentracdes dos outros foram mantidas constantes

e saturantes. Para cada condicéo foi tomada a medida da velocidade inicial.

5.7.3 Determinacéo da velocidade inicial

A velocidade inicial (V,) foi determinada plotando o aumento da concentragéo
de NADH contra o tempo. Para determinar a constante de Michaelis-Menten (Ky),
foram obtidos valores de V, variando-se a concentracdo de um dos substratos e
mantendo os demais substratos em concentracdes saturantes. O Ky aparente e a
velocidade maxima foram determinados através da linearizacdo de Hanes-Woolf e cuja

equacao € a seguinte: % =K—M+£. Para determinacéo dos parametros cinéticos de
O max max

cada um dos substratos foram considerados dados de no minimo dois experimentos
independentes. A linearizacdo de Eadie Hofstee foi utilizada para analisar a faixa de

concentracéo de substratos utilizada; a equagéo € a seguite: Vo =-K,, E/?O +V

] max

5.8 CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRACAO

A cromatografia de gel permeacgéo foi utilizada para determinagdo da massa
molecular de proteinas. A coluna Superose-6 foi acoplada ao sistema AKTA e a anélise
foi realizada seguindo o protocolo do fabricante (GE-Healthcare). A coluna foi lavada
com agua deionizada autoclavada e, em seguida, equilibrada com tampédo A (Tris HCI
50 mmol/L pH 8,5, NaCl 100mmol/L, Glicerol 10%).

Uma curva de calibracdo foi montada utilizando como padrdes a albumina (66
kDa), a alcool desidrogenase (150 kDa), o citocromo C e a B-amilase (200 kDa). O blue
dextran (2000 kDa) foi usado para determinar o volume morto. O logaritmo da massa
de cada proteina foi plotado contra o coeficiente de particdo de cada proteina, definido

como o Ky, que é dado pela razdo entre o volume de eluicdo da proteina menos o
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volume morto e o volume da coluna menos o volume morto. A massa desconhecida foi
determinada interpolando o K,, da mesma na equacédo de reta obtida a partir da curva

padrao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. PURIFICACAO DE NadE1

O gene nadEL1l foi expresso e NadE1 purificada da mesma forma descrita em
Laskoski (2007). A proteina foi purificada com rendimento de 5 mg de proteina por litro
de cultura. O perfil de eluicdo de NadE1l esta indicado na figura 6. Foi notada uma
reducdo no nivel de expressdo em culturas de bactérias recém transformadas,
comparando-se com bactérias transformadas e armazenadas em glicerol. Por este
motivo em toda purificagdo de NadE1 foram feitas transformagdes recentes da estirpe

de expresséao BL21.

MW
(kDa)

- NadE
67 e v — ad

43

308

Figura 6 — Perfil eletroforético de uma purificagdo de NadE1l em SDS-PAGE 10%, corado com
Comassie blue R-250. Na linha identificada como MW estd o marcador de massa molecular,
dado em kDa. Nas bandas identificadas como NadE estdo as fragbes onde NadE1 foi eluida.
Onde ha indica¢Bes por setas houve o pico de eluicdo, em 300 mM de imidazol.

6.2. CLONAGEM DE nadE2

O gene nadE2 foi amplificado por PCR usando um par de oligonucleotideos
iniciadores flanqueando o gene nadE2 de Herbaspirillum seropedicae e como molde o

DNA gendmico do mesmo organismo.
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2 kb
nadEe?

1,5kb

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, contendo o
produto de amplificagdo do gene nadE2 de H. seropedicae. MW indica o marcador de massa
molecular, ao lado das bandas do marcador estdo as indicagfes de suas respectivas massas,
1,5 e 2 kb. A altura da banda identificada como nadEZ2, entre os marcadores de massa de 1,5 e
2 kb,corresponde aquela esperada para sua massa (1698 pb).

O fragmento de DNA contendo os 1698 pares de base esperados (Figura 7)
produzido pela reacdo de PCR foi clonado no vetor pET28a, gerando o plasmideo
PETNADE?2 (Figura 8).
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pET28a

2kb

15kb nadE2

Figura 8—Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, contendo os
fragmentos de restricdo de pETNADEZ2 digerido com as enzimas Ndel e BamHI. MM indica a
linha contendo o marcador de peso molecular; em destague as massas do marcador
identificadas como 2 kb e 1,5 kb. Como pET28a estd identificada a banda contendo o
fragmento de restricdo com tamanho esperado para o vetor; o fragmento identificado como
nadE2 corresponde aguele com tamanho esperado para o gene (1698 pb).

6.3. PURIFICACAO DE NadE2

O plasmideo pETNADE?2 foi introduzido por eletroporacéo na estirpe de E. coli
BL21 (DE3). Apos a inducédo da expressao usando IPTG His-NadE2 foi purificada por
cromatografia de afinidade utilizando uma resina Hi-trap chelating carregada com
niquel; NadE2 foi eluida em 150 mM de Imidazol (Figura 9). As fracdes consideradas
mais puras foram agrupadas apés da diallise. O rendimento padréo da purificacdo foi
de aproximadamente 30 mg de proteina por litro de cultura as fragcbes mais

concentradas chegaram até 14 ug de proteina por microlitro.
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Figura 9 — Perfil eletroforético em SDS-PAGE 10% da eluicdo de NadE2. Os marcadores de
massa molecular estdo indicados como MW em kDa. Foram aplicados 10 uL do eluato por
poco. As bandas sobrepostas na regido indicada pela seta mostra as fracbes onde ocorreu 0
pico de eluicdo de NadE2, em 150 mM de imidazol.

As identidades das proteinas NadEl e NadE2 foram confirmadas atraveés de
espectrometria de massas MALDI-TOF. A identidade da proteina NadE1 havia sido
previamente confirmada por LASKOSKI, 2007. A analise por espectrometria da
proteina NadE2 revelou que nove picos gerados pela digestdo com tripsina (Figura 10),
detectados espectrometricamente coincidiram com peptideos tedéricos do banco de
dados de H.seropedicae a cobertura da proteina foi de 17% confirmando que a

proteina purificada € NadE2.

15451.826
'z
TinE 1% 1402.736
1478.795
1o4b o8 1320817
1751.860 -
' | Ll “ dl SO

Figura 10 - Espectro de NadE?2 tripsinizada obtido por MALDI-TOF ao lado das listas de picos
monoisotopicos gerados pelo programa flexAnalysis. A lista dos peptideos contém as relactes
massa carga dos picos detectados e que sdo compativeis com peptideos da digestao in silico
da proteina.

O gene de nadE1l foi completamente sequenciado; ndo foram encontradas
mutacdes que resultaram em troca de aminoacido. Os primers para o sequenciamento

interno de nadE2 foram sintetizados, mas o gene clonado nao foi sequenciado.
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6.4. GEL FILTRACAO

Diferentemente das NAD sintetases dependentes de amoénia, que sao
homodiméricas, as NAD sintetases dependentes de glutamina cujas estruturas
quaternarias foram determinadas apresentam estrutura homo-octamérica (LARONDE-
LEBLANC, RESTO e GERRATANA, 2009)

Para estimar o numero de subunidades que compde a estrutura de NadE1l e
NadE2 foram realizados ensaios de Gel Permeacdo. O volume de eluicdo destas
proteinas foi utilizado para determinar, por interpolacdo na equacdo da curva padréo
obtida, a massa molecular de NadE1 e NadE2 (Figura 11).

A proteina NadE2 foi eluida em 15,3 mililitros (Figura 12), que corresponde a
uma massa de 84 kDa, proximo ao esperado para a estrutura monomeérica (64 kDa).
Este resultado pode explicar em parte a falta de atividade observada in vitro. E possivel
gue a enzima tenha sido purificada desnaturada e, enzimaticamente inativa. Uma série
de fatores podem contribuir para isso, como o sistema de expressao heterdlogo, que
nao reproduz fielmente as condi¢cdes nas quais a proteina € normalmente expressa; o
mesmo pode-se dizer dos tampdes utilizados durante a purificagcdo e a presenca da
cauda de histidinas, que também pode interferir no enovelamento protéico e resultar na
perda de atividade. Além disso, apesar de o gene ter sido amplificado com uma enzima
com atividade revisora, ele nao foi posteriormente sequenciado para confirmar que nao
houve mutacdo durante a clonagem. Nao se pode descartar também que NadE2 tenha
adquirido uma nova funcéo e, portanto, uma estrutura quaternaria distinta das NAD
sintetases, ja que o organismo disp6e de uma enzima com funcdo de NAD sintetase
ativa, a NadE1.

A eluicdo de NadE1 foi precedida por um pico correspondente ao volume morto
(Figura 13). Logo a seguir, foi detectado um pequeno pico, como um ombro antes do
pico de eluicdo de NadELl. Estes picos que precederam NadEl ocorreram devido a
agregados protéicos com massas superiores a massa esperada para NadEl. Esses
agregados podem ser formados por aglomerados de mondmeros desnaturados de
NadE1l que podem interagir atraves de regides hidrofobicas formado agregados com
massas superiores aquelas esperadas.O pico de eluicdo ocorreu no volume de 12,6

mL, que corresponde a massa de 548 kDa, equivalente a soma de sete subunidades.
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Apesar desta faixa de massa estar dentro da faixa de separagédo da coluna utilizada
(Superose 6), todos os padrdes utilizados para obtencao da curva de calibracdo sdo de
massa inferior a 200 kDa. A auséncia de padrdes de massa molecular adequados pode
ter influenciado na precisdo da determinacdo da massa de NadEl. Apesar de o
resultado sugerir um heptadmero, acredita-se que NadEl apresenta estrutura
guaternaria octameérica, como as demais NAD sintetases dependentes de glutamina ja
caracterizadas.

Esta diferenca observada entre as massas moleculares de NadEl e NadE2
pode explicar os padrbes obtidos nas eluicdes destas proteinas na purificacdo por
cromatografia de afinidade, pois a estrutura quaternaria pode modificar a forma como

as proteinas interagem com a resina durante a purificacao.

58 - NadE1 (548 kDa)

5,6 -
54 -
5,2

Amilase(200 kDa)

48 - NadE2 (84 kDa) % a|pumina (66 kDa)

Log da massa (Da)
(6}

4.6 1 Anidrase Carbdnica (29 kDa)

44 |
42 7 Citocromo C (12,4 kDa)
4 T T T T T 1
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Ka (Ve-Vm/Vt-Vm)

Figura 11 — Gel filtracdo de NadE1l e de NadE2 em Superose 6 em sistema AKTA-FPLC. O
perfil de eluicdo de NadE1 e de NadE2 foi analisado com base na curva padréo obtida a partir
dos padrdes de massa: Amilase (200 kDa), Albumina (66 kDa), Anidrase carb6bnica (29 kDa) e
Citocromo C (12,4 kDa).
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Figura 12 — Perfil de eluicdo de NadE2 em purificagdo de Gel Permeacao realizada em sistema
AKTA-FPLC. O pico de eluicdo de NadE2 ocorreu em 15,3 mL, que corresponde a massa de
84 kDa. O eixo das ordenadas mostra a intensidade de absorbéancia, lida em 280 nm, o eixo
das abcissas mostra o volume de eluig¢ao.

150

fi
/ | NadE1 (12,6 mL)
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Figura 13 — Perfil de eluicdo de NadE1l em Gel Permeacao realizada em sistema AKTA-FPLC.
O eixo das ordenadas mostra a intensidade de absorbancia, lida em 280 nandmetros, o eixo
das abcissas mostra o volume de eluicédo e a identificacdo das fragbes coletadas, identificadas
pelos nimeros acompanhados de letras. O pico de eluicdo de NadE1 ocorreu em 12,6 mililitros,
gue corresponde a massa de 548 kDa.
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6.5. ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Os experimentos enzimaticos foram realizados utilizando ensaio acoplado
continuo. Este ensaio tradicionalmente se aplica quando o produto de uma reacdo nao
pode ser medido diretamente de forma facil; ou entdo, quando o produto tem efeito
inibitério sobre a atividade enzimatica suficientemente grande para prejudicar sua
medida (CORNISH-BOWDEN, 1995).

A enzima auxiliar utiliza um dos produtos da primeira enzima como substrato,
convertendo-o em um segundo produto, que pode ser medido mais facilmente. O uso
de ensaios acoplados tém certas restricdes. A segunda enzima precisa ser rapida o
suficiente para que a velocidade medida corresponda a da enzima de interesse; para
iSs0, € necessario utiliza-la em excesso (CORNISH-BOWDEN, 1995).

Como nenhum dos produtos da reacdo catalisada pela NadE pode ser
monitorado facilmente, a enzima Alcool Desidrogenase foi utilizada como auxiliar. Ela
utiliza elétrons do etanol para reduzir o NAD, produzido pela NadE, a NADH, que pode
ser detectado em 340 nm.

Os sistemas de reacao foram preparados e distribuidos em placas de 96 pocos
e as reacgdes disparadas com um dos substratos de forma automatica logo a seguir. As
medidas de absorbancia foram realizadas continuamente com intervalos de tempo
fixos. O intervalo em que a reacdo foi linear foi considerado para a determinacdo da

velocidade inicial.

6.5.1. Curva padrao

Nos experimentos de atividade enzimatica as concentragbes de NADH
produzidas foram utilizadas para determinar indiretamente a sintese de NAD. Para a
determinacdo das concentracbes de NADH os dados obtidos em absorbancia foram
convertidos em dados de concentracdo usando a equacdo obtida a partir de uma

regressao linear da curva padréo indicada na figura 14.
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Figura 14— Curva padrédo de NADH. Aumento linear da D.O. (340 nm) em funcédo do
aumento da concentracdo de NADH, entre 10 e 500 uM.

6.5.2. Concentracdo de ADH como fator limitante na determinacdo da
atividade de NadE1

Para determinar a relagdo entre as enzimas Alcool Desidrogenase e NAD
sintetase a ser utilizada nas reacées, a proporcdo de Alcool Desidrogenase foi variada
e a concentracdo de NadEl mantida constante (Figura 15). A partir de
aproximadamente 24000 unidades de &lcool desidrogenase para cada unidade de
NadEl ndo houve mais aumento na velocidade inicial, indicando que a segunda

enzima nao era mais limitante.
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Limitacao de ADH sobre Vo de NadE1l
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Figura 15 — Limitagdo de ADH na determinagdo da velocidade inicial de NadEl. A linha
tracejada indica quantidade de alcool desidrogenase utilizada a partir da qual ndo houve
limitacdo na velocidade inicial de NadE1; ela cruza a linha que mostra a relagdo entre ADH e
NadE, que é de 24 neste momento, sendo 0,13 U de Alcool Desidrogenase e 5,1 mU de
NadE1l.

Tendo sido estabelecida a relacdo ADH/NadE1 minima necessaria para que a
atividade medida corresponda aquela catalisada por NadE1l, uma curva variando as
concentracfes de NadE1 (entre 0 e 9,6 mU) e fixando a de alcool desidrogenase em 6
U foi obtida (Figura 16). O aumento da velocidade inicial foi diretamente proporcional

ao aumento da concentracdo de NadEL.
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Figura 16 — Velocidade inicial de NadE1 em funcdo da quantidade de enzima. O aumento na
concentracdo de enzima provocou um aumento proporcional na velocidade detectada em
uM/min. Foram testadas entre 1 e 10 mU de NadEl e a velocidade de formacdo de NADH

detectada em uM/min.

6.5.3. Efeito do DTT na atividade de NadE1

Devido ao grande numero de cisteinas nas NAD sintetases, 13 por subunidade
de NadE1l e 15 por subunidade de NadE2, a presenca de um agente redutor poderia
afetar a atividade destas enzimas. O uso do DTT a 10 mM adicionado ao sistema de

reacado promoveu um aumento de 8 vezes na atividade de NadE1 (Tabela 7).

TABELA 7 — EFEITO DO DITIOTREITOL NA ATIVIDADE DE NadE1.

DTT (10 mM) DTT ()

Atividade de NadE
(mU)

0,57075 + 0,057 0,0705 + 0,007
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Utilizando o DTT a atividade especifica de NadE1 foi de 600 mU/mg e 1746
muU/mg, usando como substratos a glutamina e a amonia respectivamente; sendo que
uma unidade foi considerada como a quantidade de enzima capaz de produzir um umol
de NAD por minuto.

NadE2 ndo apresentou atividade de NAD sintetase in vitro. Ao contrario de
nadEl, o gene de nadE2 clonado néo foi sequienciado; entdo, ndo se sabe se 0 gene

foi clonado sem mutacdes, o que pode ocorrer durante o processo de clonagem.

6.5.4. Efeito da proteina GInB sobre a atividade de NadE1

Até o presente trabalho a relacdo funcional entre GInB e NadE n&o havia sido
testada. A proteina GInB, na forma uridililada (fornecida gentilmente pela Profa. Dra.
Ana Claudia Bonatto, do Departamento de Genética — UFPR) ou desuridililada
(Laskoski, 2007) foi adicionada ao sistema de reacdo para analisar o possivel efeito
regulatorio desta proteina sobre a atividade de NadELl. Foi obtida uma curva variando
as concentracfes de GInB livre ou GInB totalmente uridililada, de 0 a 300 nmol/L,
mantendo NadE1 em 75 nmol/L; as concentragdes foram calculadas tendo como base
unidades monoméricas. Nao foi observada variacdo na atividade de NadE1l com o
aumento nas concentracdes de GInB, nem de GInB-U. (Figura 17). A presenca de
moléculas efetoras alostéricas de GInB como ADP e a-cetoglutarato ou variacdes nas
concentracfes de ATP poderiam influenciar um possivel efeito regulatério de GInB
sobre NadEl. No entanto, estes efetores ndo foram testados. Além disso, neste
experimento foi utilizada como fonte doadora de grupamento amino a amonia; a
utilizacdo da glutamina como substrato também poderia influenciar o resultado, mas foi
testada apenas em um experimento preliminar, onde ndo houve alteracdo na atividade
de NadE1.
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Figura 17 — Efeito de GInB sobre a atividade de NadE1 (75 nmol/L). GInB-UMP (azul) e GInB
(verde) foram utilizadas nas concentrac¢des de 0, 75, 150 e 300 nmol/L. A atividade de NadE1
foi dada em mU/mg.

6.5.5. Cinética

Para a determinagéo do Ky aparente de NadE1l foram inicialmente realizados
ensaios de atividade utilizando uma gama de concentracdes para cada substrato afim
de estimar as faixas de concentragdo mais adequadas para determinacdo de
parametros cinéticos. Foram medidas as velocidades iniciais para cada concentracéo
de substrato dentro de uma faixa entre 0,2 e 10 vezes o valor do Ky; (CORNISH-
BOWDEN, 1995) com excecdo do NaAD, devido a limitacdo na sensibilidade de
deteccédo do sistema de reacdo em concentracdes abaixo de 10 umol/L de NADH.

Para cada substrato variado o0s demais substratos foram mantidos em
concentracfes saturantes, baseando-se nas constantes cinética de NAD sintetases ja
caracterizadas (TABELA 8). Os resultados de velocidade inicial e de concentragao de
substrato foram plotados em dois tipos de gréfico, as linearizagbes de Hanes-Woolf e
de Eadie-Hofstee. A primeira foi escolhida para a determinacdo do Ky ao invés da
linearizacdo de Lineweaver-Burk, por apresentar resultados mais confiaveis segundo
CORNISH-BOWDEN (1995). A linearizagao de Eadie-Hofstee evidencia a faixa de
concentracbes de substratos escolhida; idealmente os pontos devem estar bem

distribuidos entre os eixos das abscissas e das ordenadas. As figuras 18, 19 e 20 e 21
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mostram estas linearizacdes utilizando como substratos varidveis o ATP, a glutamina a
amonia e o NaAD.

A partir da linearizagcdo de Hanes-Woolf foram determinadas as constantes
cinéticas para os substratos de NadE1, listados na tabela 8; para a determinacéo do Ky
para a glutamina foram realizados cinco experimentos independentes, para a amonia
guatro e para o NaAD e o ATP, dois.

Os resultados de cinética obtidos para a NAD sintetase de H. seropedicae sdo
semelhantes aos encontrados na literatura (TABELA 8). O Ky aparente para o ATP é
semelhante ao encontrado em M. tuberculosis, no trabalho mais recente, 131 + 37 e
120 £+ 30, respectivamente. Com relagcdo aos substratos glutamina e NaAD, os
resultados se assemelharam aos encontrados em Termotoga maritima. Para a amodnia

0 Ky de NadE1 se aproximou do encontrado em Saccharomyces cerevisiae.
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TABELA 8 — CONSTANTES CINETICAS APARENTES DE NAD SINTETASES

DEPENDENTES DE GLUTAMINA USANDO COMO SUBSTRATOS O ATP, O NaAD, A
GLUTAMINA E A AMONIA

Kwm (UM)

ATP Glutamina Amadnia NaAD Organismo

Thermotoga
maritima
95+8 420 £ 50 330 + 100 212 (GERRATANA,
YAFFE e
RESTO, 2009)

Mycobacterium

tuberculosis
(LARONDE-
120 +30 1300 + 100 |20000 + 2000 130 £ 20 LEBLANC,
RESTO e
GERRATANA,
2009)

*Mycobacterium

tuberculosis
(BELLINZONI et
al., 2002)
*Saccharomyce
170 5300 6400 190 s cerevisiae (Yu
e Dietrich, 1972)

*Herbaspirillum

131 + 37 365,5+85 |5442,7 +610 9,5+8 seropedicae

790 1600 2500 520

(este trabalho)

*Ensaio acoplado continuo.

Dentre os substratos analisados o0 NaAD causou inibicdo nas concentracdes
acima de 500 umol/L, (Figura 21 A e C); a medida que as concentracdes de substrato
aumentam a partir de 500 umol/L a velocidade inicial diminui gradativamente resultando

em graficos caracteristicos. O gréafico de S, x V,, (Figura 21 C), por exemplo, mostra um
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declinio no platd em concentragBes de substrato mais altas; em linearizacdes como
Eadie-Hofstee ou Hanes-Woolf foi verificada a perda da linearidade (Figura 21 A e B).

Por se tratar de um tipo de inibicdo em que o inibidor, no caso, uma molécula
adicional de substrato, se liga apenas quando o substrato encontra-se ligado a enzima,
ocorre um fendbmeno semelhante ao observado na inibicdo incompetitiva (CORNISH-
BOWDEN, 1995).

Devido a limitacdo imposta pela metodologia adotada e também pela inibicdo
detectada a determinacdo da constante cinética para o NaAD foi prejudicada.
CORNISH-BOWDEN (1995) recomenda a utilizacdo de concentracées de substrato
gue estejam entre 20% e 10 vezes o valor do Ky. A medida que as condi¢des
experimentais se aproximam das ideais ocorrem variagcdes nos resultados obtidos.
Como as concentracdes mais baixas de substrato utilizadas para a determinacao do Ky
para o NaAD ficaram acima do proprio Ky € possivel que o real valor do Ky aparente
seja, de fato, diferente do encontrado. A presenca do efeito inibitério também constitui
um fator limitante, porque a curva adota uma conformacdo que nao € mais descrita
pela equacéo; e o valor do Ky, é obtido a partir da equacéo produzida com os dados da

curva.
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Foram utilizadas concentracbes de ATP entre 8 e 4500 uM para a
determinacdo da velocidade inicial; as concentracdes dos demais substratos
permaneceram constantes e saturantes: NaAD (1 mM) e glutamina (10 mM).
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As concentragdes intracelulares dos metabdlitos determinam os valores de Ky
das enzimas. Em E. coli a maior parte dos metabdlitos encontram-se em concentracdes
préximas aos resultados de Ky para enzimas que utilizam estes metabdlitos como
substratos (RABINOWITZ et al., 2009). Se em H. seropediceae a concentragdao de
glutamina também for semelhante a encontrada em E. coli (3,8 mmol/L), o Ky para a
glutamina (365 umol/L), segue padrdao semelhante ao encontrado em E. coli. Neste
mesmo organismo, das enzimas que utiizam ATP como substrato, nenhuma
apresentou como Ky valor igual ou maior que as concentracdes deste metabdlito. A
maior parte dos Ky para este substrato variaram entre, aproximadamente, 10 e 1000
vezes menores que a concentragdo intracelular do mesmo (RABINOWITZ et al., 2009).
Se em Herbaspirillum seropedicae o ATP for encontrado nesta concentragao, o Ky para
o0 ATP néo foge a este padréo.

Em enzimas com substratos que competem por um Unico sitio ativo a relagao
entre as constantes de especificidade indicam, fornecendo as mesmas concentragdes
de cada substrato, quantas vezes um substrato € consumido com relacdo ao outro
(MITCHELL, 2008). Por exemplo, se NadE1 funcionasse segundo esse padrdo NadEl
utilizaria a glutamina 8,74 vezes mais rapido que a amdnia, dada pela relacdo Kca/Kw
da glutamina e do kea/Km da Amonia: 8,15+1,53 s mM™/0,932219+0,014 s* mm™.
Matematicamente esta relacdo leva em conta a competicdo pelo mesmo sitio ativo da
enzima, de forma que um dos substratos atua como inibidor competitivo de outro
(MITCHELL, 2008). No caso da NadE1, cada substrato atua em dominios diferentes da
enzima e, ainda se a ativagdo de uma subunidade induzir a modificagéo da atividade
no outro dominio, como ocorre em M. tuberculosis, esta relacdo deve ser entendida
com ressalvas.

Desconsiderando possiveis efeitos complicadores, como inibicdo pelo produto,
os resultados das constantes de especificidade poderiam ser cruzados com as
concentracfes intracelulares dos substratos para se ter uma idéia sobre a

especificidade por um dos substratos, que €& dada pela seguinte equagéo:

\Y k ifid daA[A] ~ . .
oA - W~ Mas a comparacio entre os valores intracelulares da glutamina e de

VoB kspecifidach [B]

amonia é limitada, devido as limitacdes técnicas para medir as concentracdes
intracelulares do ultimo substrato. No entanto, tomando a concentragdo intracelular de
glutamina em E. coli e relacionando-a com as constantes de especificidade para a

glutamina e para a amonia, seria necessario que a concentracao intracelular de amonia
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fosse maior que 33,3 mmol/L para que NadEl utilizasse preferencialmente esse
substrato como fonte doadora de grupamento amino. Mas, dos 103 metabdlitos
medidos em E. coli apenas 3 estavam em concentracdes maiores que 10 mmol/L
(RABINOWITZ et al., 2009).

Tendo em vista a presengca do dominio glutaminase e a constante de
especificidade maior para a glutamina, NadE1 utiliza preferencialmente este substrato a

amonia.
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6.6. ANALISES DE SEQUENCIA

Neste tépico todos os aminoacidos numerados tém como referéncia a NAD
sintetase de M. tuberculosis.

Comparacdes entre sequencias de aminoacidos revelou que a enzima NadE1l &
mais semelhante a NAD sintetase de M. tuberculosis do que a segunda NAD sintetase
identificada em H. seropedicae, NadEZ2; foi encontrado 52 % de identidade entre as
duas primeiras, enquanto NadE1l e NadE2 apresentaram 24 % de identidade entre si.
Por sua vez, a enzima NadE2 apresentou 37% de identidade com a NAD sintetase de
Thermotoga maritima, enzima do grupo com menor eficiéncia de sincronismo entre as
regides sintetase e glutaminase.

Como pode ser observado na figura 22 as enzimas NadEl e NadE2 de H.
seropedicae apresentam 0s aminoacidos da triade catalitica responséaveis pela
hidrélise de glutamina. Isso era esperado para o correto funcionamento do dominio
glutaminase, caracteristico das NAD sintetases dependentes de glutamina.

Dentre os vinte aminoacidos conservados no tunel de aménia definidos por
LaRonde-LeBlanc et al. (2009), NadE1 apresentou dezenove; uma arginina, aparece
no lugar da lisina 209, que tem caracteristica semelhante (esta mesma alteracéo foi
encontrada nas outras NAD sintetases analisadas na figura 22). Isso reforca a
semelhanca entre a NadE1 e a NAD sintetase de M. tuberculosis. Dos aminoacidos do
tinel de amobnia, NadE2 apresentou 10 e a NadE de T. maritima apresentou 14. No
entanto, em NadE2 quatro destes aminoacidos tém caracteristicas semelhantes aos
aminoacidos conservados. Os residuos do tanel de amobnia de NadE2 que sao
diferentes dos conservados sdo os seguintes, baseadas na numeracédo da NadE de M.
tuberculosis: glutamato 132 por aspartato, arginina 209 por lisina, lisina 644 por
arginina e arginina 658 por glutamina. Na NAD sintetase de T. maritima foi encontrada
apenas uma substituicdo deste tipo — no lugar da arginina 209 encontrada em M.
tuberculosis aparece uma lisina. No total, NadE1l apresenta o0 mesmo numero de
aminoacidos ao menos semelhantes (sendo 19 idénticos) aos encontrados no tanel de
amonia na NadE de M. tuberculosis. Ja na NadE2 e na NadE de T. maritima este
namero € igual a 14 e 15, respectivamente (sendo 10 e 14 idénticos). Este resultado
nao explica a auséncia de atividade de NadE2, ja que ela apresentou um perfil de
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aminoacidos semelhante ao encontrado nesta regidao na NAD sintetase de T. maritima,
gue ja teve atividade caracterizada.

Terminando o tunel de aménia encontra-se o residuo de aspartato 497. Este
aminoacido é a ultima interacdo de hidrogénio da amoénia antes da sintese do NAD ou
o responsavel pela conversdo do ion aménio em amdnia. Ele foi encontrado em todas
as NAD sintetases analisadas (Figura 22).

LaRonde-LeBlanc et al. (2009) mostraram que a troca do aspartato 656 por
uma alanina em M. tuberculosis resultou na reducdo da capacidade de canalizar a
amobnia para o dominio sintetase e de sincronizar as atividades dos dominios
glutaminase e sintetase. Gerratana et al. (2009), ao classificar as NAD sintetases
dependentes de glutamina destacou o contato entre o residuo de aspartato 656 e
glutamato 129, a presenca prolina 640 e das leucinas 486 e 639, da segunda
constricao hidrofébica, e a combinacao de dois aminoacidos da alga YRE: o glutamato
129 e a fenilalanina 130. No grupo A, com especificidade para a glutamina e alta
capacidade de sincronizacao e canalizacdo da aménia, os residuos de glutamato 129 e
fenilalanina 130 mostraram-se conservados, bem como os aminoacidos da segunda
constricao hidrofobica citados acima. Neste grupo, o Glutamato 129 contacta o
Aspartato 656, contribuindo com o sinergismo entre os dominios glutaminase e
sintetase; estes residuos, com excecdo da leucina 639, sdo encontrados na NadEl
(Figura 22). Esses resultados confirmam resultados de cinética, que mostram que
NadE1l também tem especificidade para a glutamina como substrato doador de grupo
amino, o que também é caracteristico de NAD sintetases do grupo A.

O grupo C contém enzimas de NAD sintetases com baixa capacidade de
sincronismo e que ndo tem especificidade para nenhum dos substratos doadores de
grupamento amino. Este grupo é caracterizado pela conservacdo do aminoacido
fenilalanina 130. NadE2, além da alta similaridade de sequéncia com uma NAD
sintetase deste grupo, também tem este residuo. NadE2 ainda apresenta uma glicina
ao invés de um aspartato na posicdo 656. Assim como na NAD sintetase de T.
maritima, a posicdo 129 da NadE2 é ocupada por uma valina. Em T. maritima, a
presenca da valina reduz o potencial ibnico da interacdo com o residuo 656, o que
resulta em baixa eficiéncia de canalizacdo de amoénia e baixa ativagdo do dominio
glutaminase em resposta a atividade sintetase (GERRATANA, YAFFE e RESTO,
2009). Na enzima NadE2 a presenca de aminoacidos apolares (valina e glicina) nas

posicbes ocupadas pelos dois residuos polares presentes nas enzimas do grupo A,
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mencionados acima, pode significar uma alteracdo na capacidade de sincronizar as
atividades dos dois dominios.

Como representante do grupo B, com especificidade para a glutamina como
substrato doador de grupo amino, mas com eficiéncia intermediaria de sincronismo
esta indicada a NAD sintetase de S. cerevisiae (Figura 22). Este grupo € caracterizado
pela conservacdo do residuo de glutamato 129, sem a fenilalanina 130. Nota-se
também a auséncia do aspartato 656 nesta enzima.

Outra parte da estrutura que pode contribuir com a sinergia interdominios ¢é a a-
hélice 9, que contem os aminodcidos glicina 350 e arginina 354 (que contatam o
residuo 641, que fica proximo a aminoacidos da segunda constricdo hidrofébica) em M.
tuberculosis. Essa configuragcdo atua como estrutura de comunicacdo entre o0s
dominios glutaminase e sintetase na NadE deste organismo (LARONDE-LEBLANC,
RESTO e GERRATANA, 2009). Na regiao do prolongamento desta a-hélice apenas a
NadE1 apresenta padrdo de aminoacidos semelhante ao encontrado na NAD sintetase
de M. tuberculosis. NadE1 também apresenta a asparagina 641, mas apenas um dos
dois residuos que fazem contato entre este aminoacido e a a-hélice 9 encontrados em
M. tuberculosis, a arginina 354. J4 NadE2 apresenta a glicina 350, mas nao apresenta
a Arginina 354 e também aparentemente ndo apresenta a mesma densidade de
aminoacidos encontrada na NadE de M. tuberculosis e na NadE1, nem a asparagina
641. A relevancia deste resultado deve ser avaliada analisando as atividades
glutaminase e sintetase de NadEl e de NadE2 e/ou com a resolucdo da estrutura
destas enzimas, ou de outras enzimas dos Sseus respectivos grupos.

Na regido de ligagdo do ATP em NadE2 chama atencdo a presenca de um
residuo de serina (polar e com indice de hidrofobicidade igual a -0,8) onde
normalmente encontra-se ou uma valina (residuo 367 em M. tuberculosis), uma
isoleucina ou uma leucina (todos apolares e com indices de hidrofobicidade maiores
gque 3,8). Alinhando-se doze NAD sintetases de organismos distantes
filogeneticamente, sendo trés de eucariotos e o restante procariotos dos grupos A e C
da classificacdo de Gerratana et al. (2009), todas apresentaram uma leucina ou uma
valina, com excec¢ao de NadE2. Este mesmo residuo em NAD sintetases dependentes
de amonia pode ser ocupado por uma isoleucina. A estrutura cristalografica da NAD
sintetase de E. coli mostrou que o AMP-adenililado ocupa uma regido homologa
contendo os aminoacidos glicina, isoleucina e serina. Nesta enzima, o AMP adenililado

interage com os residuos de isoleucina e serina deste sitio e com uma arginina,
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destacada na figura 22 como o aminoacido 461 de M. tuberculosis. Talvez, este
aminoacido, juntamente com aqueles que ndo sao idénticos aos encontrados no tunel
de amonia de M. tuberculosis, tenham provocado mudancgas sutis, mas suficientes para
resultar em uma enzima com atividade que ndo seja de NAD sintetase. Wahl et al.
(2005) cristalizou a NAD sintetase de E. coli com seus substratos e indicou sitios de
ligacdo do ATP e do NaAD. No entanto, a andlise dos sitios de ligagdo do NaAD néo
mostrou nenhuma caracteristica restrita a NadE2 que indique algum prejuizo a ligacéo
desses substratos (Figura 22), o que evidenciaria uma perda de atividade sintetase.
Isoladamente, a serina 305 de NadE2 pode néo ser suficiente para impedir a ligacao do
ATP e abolir a atividade sintetase. Mas a presenca desse aminoacido pode resultar em
uma alteracdo da afinidade pelo ATP. Duas enzimas com fun¢des iguais mas com Ky,
diferentes podem ser uma forma manter a sintese de NAD mesmo com flutuacdes nas
concentracOes dos substratos.

Uma nova atividade adquirida por NadE2 acompanhada de uma nova
estrutura, baseando-se na organizacdo monomeérica da enzima obtida por gel filtracdo
poderia justificar a falta de atividade NAD sintetase. A estrutura de M. tuberculosis
mostra duas hélices que ndo estdo presentes nas NAD sintetases dependetes de
amonia e que sao necessarias para a organizagao oligomérica: a a-hélice 18 e a a-
hélice 20. No entanto, a sequéncia de NadE2 alinhou-se tdo mal as regifes destas
hélices das sequéncias de NadE1l e da NadE de M. tuberculosis quanto a sequéncia da
NadE de T. maritima o fez; NadE2 e a NAD sintetase de T. maritima também né&o
apresentaram a densidade de aminoacidos presente na a-hélice 20 de M. tuberculosis
(figura 22). O trabalho de Gerratana et al. (2009) ndo menciona nada sobre a estrutura
quaternaria da NAD sintetase de T. maritima nos resultados dos experimentos de gel
filtrac&o.

A sequéncia de NadE2 disponivel no genoma de H. seropediceae nao
apresenta substituicdes de aminoacidos que possam justificar a auséncia de atividade
relatada neste trabalho, pois esta enzima é muito semelhante a outra NAD sintetase ja
caracterizada e parece apresentar 0os elementos necessarios para seu funcionamento.
O sequenciamento do gene clonado pode auxiliar a verificar se houve alguma mutacao
durante a clonagem.

Com os experimentos de cinética descritos neste trabalho foi possivel
determinar a especificidade de substrato de NadEl. No entanto, para corroborar as

classificacdes de NadE1l e de NadE2 nos grupos A e C com relacdo a capacidade de
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sincronizagdo dos dominios glutaminase e sintetase seria necessario utilizar
experimentos medindo a atividade glutaminase e sintetase em ensaios acoplados
descontinuos, como os usados para caracterizar as NadE de M. tuberculosis e T.
maritima. Assim, poderiam ser comparadas as atividades dos dois dominios
isoladamente e como a atividade de cada dominio poderia influenciar na atividade do
outro. Desta forma seriam produzidos resultados experimentais de outros
representantes de NAD sintetases da classificacdo de Gerratana et al. (2009), que
previu os padrdes cinéticos dos grupos A, B e C baseando-se no perfil cinético de
apenas uma representante de cada um destes grupos e em anélises de sequéncia de
37 enzimas. Esta caracterizacdo funcional também poderia ser util para determinar a

compreender os motivos da co-existéncia dessas duas enzimas em H. seropediceae.
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319
336
372

401
405
334
351
422

446
450
378
395
472

483
487
414
431
522

533
537
463
480
570
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4

B B I e L e T I ey I I
M. tubercu 534 LQSVLDTEITPELIP--TGEEELQSSEAKVGPFALQDFSLFQVLRYGFRP 581
NadEIl H. s 538 LIHVLETEISPELVPGASDGEPGQRTQDFIGPYELQDFNLYYILRYGFTP 587

NadE2 H. s 464 IDKAPSAELA------—-—-——-— PDQRDTDSLPPYEVLDEILKWHIEGSRLP 502
T. maritim 481 FVKPPTAELR---—-—-—------ PGQTDQEKLPPYEVLDEILRLYIEEG--- 516
S. cerevis 571 LNATPTAELEP-------- MTKDYVQSDEIDMGMTYEELGVFGYLRKVEK 612

o-hélice 18

(ECEOLEeeoeeeeeeceeeeeeeee

B T e S T I
M. tubercu 582 SKIAELEAWHAWNDAERGNWPPGFPKSERPSYSLAEIRHWLQIFVQRFYSF 631
NadEl H. s 588 AKVAFLAHSAWHDRGVGHWPDGLHGAHN-EYSLPQIKKNLGIFVYRFFKT 636
NadE2 H. s 503 ADEAQAAARTVEQLSG--—-—-——-——————————— TDTGAALVERICRMVAR 535
T. maritim 517 LDPEEIASKGFDRKT--—--—-——=—————————————————— VLDVTEMIRK 541
S. cerevis 613 CGPYSMFLKLLHQWSPKLTPRQISEKVKRFFFFYAINRHKQTVLTPSYHA 662

a-hélice 20
22 (ECECOLeeeeeeeeeeeeeee
S I O O N Y I L A I I
M. tubercu 632 SQFKRSALPNGPKVSHGGALSPRGDWRAPSDMSARIWLDQIDREVPKG- 679
NadEI1l H. s 637 SQFKRSCVPNAPKVGSGGSLSPRGDWRAPSDGEATVWLODLERIPDLEG 685
NadE2 H. s 536 NEYKRRQSPPVIRLRSR---AFGSGRQIPIAVRY--—-—-—-—————————— 566
T. maritim 542 NEYKRKQAAIGVKISTR---AFGKDWRMPITNRFKEPL------—-—---- 576
S. cerevis 663 EQYSPEDNRFDLRPFLINPRFPWASRKIDEVVEQCEAHKGSTLDIMSID 711

Figura 22 — Alinhamento entre as NAD sintetases de M. tuberculosis, H. seropediceae (NadE1l
e NadE2), T. maritima e S. cerevisiae. (*) aminoacidos do tinel de amdnia conservados em
procariotos; (¥) aminoacidos do tdnel de aménia conservados em procariotos e que fazem
contato inter subunidades. Em fundo amarelo os aminoacidos da triade catalitica
responsaveis pela hidrélise de glutamina; (fJ) Aspartato conservado no final do tinel de
amonia; (#¢) a-hélices 9, 18 e 20; o prolongamento da a-hélice 9 esta indicado abaixo da linha
continua; (1) aminoacidos do tinel de aménia contactados pelo prolongamento da a-hélice 9;
(1 e 2) aminoacidos que fazem parte das constricdes hidrofobicas da regido do transporte da
amoénia: (1) constricdo 1 e (2) constricdo 2. (mmm)aminoacidos da alga YRE; (o) sitios de
ligacdo do ATP; (Mg"") residuos de interacdo com o Magnésio; destacados em rosa, sitios de
ligagdo do NAD/NaAD.
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7. CONCLUSOES

NadE2 foi clonada, purificada e sua identidade confirmada por MALDI-TOF.

NadE1l foi purificada na forma ativa e teve sua atividade aumentada em oito
vezes com o uso do DTT a 10 mM.

A proteina GInB ndo afetou a atividade de NadEl in vitro nas condicfes
testadas.

NadE2 n&o apresentou atividade de NAD sintetase in vitro.Os Ky aparentes de
NadE1l para a glutamina, a amonia, o ATP e o NaAD séo 365, 5443, 131 e 9,7 uM,
respectivamente.

Os dados cinéticos e a analise de sequéncia sugerem que NadE1l utiliza
glutamina como doador de grupo amino.

Dados de gel filtracdo indicam que NadE1 é provavelmente um octamero.
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