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RESUMO

Em Azospirillum brasilense, o metabolismo do nitrogénio tem a proteina
integral de membrana AmtB como molécula chave na absorcédo e percepcédo dos
niveis de aménia do ambiente extracelular. Essa proteina € membro da familia
Amt/MEP/Rh de proteinas transportadoras de amobnia, encontradas em arquea,
eubactérias, fungos, plantas e animais. Em A. brasilense, a limitacdo de aménia
seguida de disponibilidade repentina no meio extracelular leva a proteina AmtB a
formar um complexo com as proteinas da familia Pll (GInB e GInZ). As proteinas PII
sdo encontradas em gquase todos o0s procariotos e plantas, sdo homotriméricas e
participam na percepcdo de carbono, nitrogénio e energia. Em altos niveis de
glutamina intracelular, cada monémero de PIl pode ser uridillado de maneira
reversivel. Quando as proteinas PII estdo em seu estado desuridililado, a formacéo
do complexo Amt-PIl é favorecida. A formacédo deste complexo também responde
aos niveis de ATP/ADP e 2-oxoglutarato, sendo estabilizado por ADP. A regulacao da
atividade da nitrogenase, enzima responsavel pela fixacao biologica do nitrogénio, é
auxiliada pelo sistema DraT e DraG. A enzima DraG ativa a nitrogenase removendo
ADP-ribosil da subunidade NifH e DraT inativa a nitrogenase adicionando ADP-ribosil
a NifH. As proteinas PII estdo envolvidas na regulagdo das enzimas DraG e DraT.
Em resposta a um choque de amodnio, a proteina GInZ interage com DraG
possibilitando o carreamento de DraG para a membrana formando um complexo
ternario AmtB-GInZ-DraG que resulta na inativagdo de DraG. Concomitantemente,
GInB desuridililada interage com DraT, ativando a ADP-ribosilagéo da nitrogenase.

As proteinas AmtB, DraT e GInB vém sendo purificadas e estudadas in vitro,
no entanto, existem muitos eventos a serem melhor compreendidos no processo de
fixacdo biolégica de nitrogénio. No presente trabalho foi realizada, em sistema
procarioto de purificacdo, a otimizacdo da expressdo e purificagdo da proteina His-
AmtB de Azospirillum brasilense. Também se trabalhou com o intuito de se obter
otima expressdo do complexo His-DraT-GInB para purificagdo em condicbes que

possibilitem, futuramente, a sua cristalizagao.



1 INTRODUCAO

1.1 Azospirillum brasilense

Azospirillum brasilense € uma bactéria Gram negativa pertencente a classe a
das Proteobactérias que utiliza como fonte de nitrogénio o proprio nitrogénio
atmosférico, dita, portanto diazotréfica. O género Azospirillum tem atualmente 16
espécies descritas e tem sido frequentemente isolado de amostras de solos
agricolas, associado as raizes de diversas plantas (BASHAN, HOLGUIN e BASHAN,
2004). Esse género € capaz de incorporar o elemento nitrogénio sob a forma de
dinitrogénio atmosférico, glutamato, glutamina, ions aménio (NH,"), ions nitrato (NO3’
) e fions nitrito (NO,) (DOBEREINER e PEDROSA, 1987; STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000). Azospirillum brasilense em meio liquido apresenta um
flagelo polar e em superficie sélida apresenta um flagelo polar e varios laterais
(CARRENO-LOPEZ et al., 2009).

Atualmente, inoculantes comerciais de linhagens de Azospirillum estdo sendo
testadas. Foi mostrado que quando certas linhagens de Azospirillum foram
inoculadas em sementes, estas bactérias promoveram o0 crescimento vegetal de
gramineas, girassol, arroz, tomateiro, tabaco, abacaxi, banana entre outros vegetais
de interesse econ6mico (HARTMANN e BALDANI, 2006). Recentemente foi
demonstrado por Mariangela Hungria e colaboradores (2010) que a inoculacéo de
Azospirillum brasilense e A. lipoferum as sementes do trigo e do milho proporciona
aumento em média do rendimento (em Kg/ha) de 27% e 31% respectivamente, em
relacdo as plantas ndo inoculadas. Esse estudo resultou nas primeiras linhagens de
Azospirillum a serem autorizadas para a producao de inoculante comercial no Brasil.
Na América Latina, inoculantes de Azospirillum estdo sendo aplicados a centenas de
milhares de hectares de cultivares de trigo, milho, sorgo e arroz (FIBACH-PALDI,
BURDMAN e OKON, 2011). Embora a fixacdo de nitrogénio de Azospirillum seja
muito importante para a promocdo do crescimento vegetal, a producdo e secrecao
de agentes promotores do crescimento, como fitorménios, tais como auxinas,
giberelinas e citocininas, além de 6xido nitrico, sdo provavelmente componentes
chave para a sinalizacdo do crescimento vegetal (FIBACH-PALDI, BURDMAN e
OKON, 2011).



1.2 Proteina AmtB

As proteinas da familia Amt/MEP/Rh sdo encontradas em arquea, protistas,
plantas, fungos, invertebrados e até vertebrados, e atuam como transportadoras de
amonio através da membrana plasmatica (TREMBLAY e HALLENBECK, 2009).
Essas proteinas sdo homotrimeros que possuem um poro e 11 hélices
transmembrana por subunidade que atuam como canal passivo para a conducao de
amOnia e ndo amobnio através da membrana. A forma transportada (aménio ou
amonia) ainda estd em discussdo, mas devido aos dados atuais sugere-se a
mudanca na denominacdo da familia de “transportadora de amonio” para
“transportadora de amoénia” (WINKLER e STROUD, 2006). A estrutura cristalografica
da proteina AmtB suporta a aparente ligacdo do amoénio no vestibulo periplasmatico
de AmtB e sua desprotonacdo para amonia por auxilio dos anéis imidazélicos de 2
histidinas no canal de AmtB, assim, penetrando na célula apds reprotonacdo a
aménio. (KHADEMI et al., 2004; KHADEMI e STROUD, 2006; ZHENG et al., 2004).

Diferentemente de Escherichia coli, em A. brasilense o gene amtB néo é co-
transcrito com o gene de proteinas do tipo PII, proteinas chave no processo de
fixacdo do nitrogénio (DE ZAMAROCZY, 1998). Esse gene, quando deletado, leva a
perda da capacidade da célula de transportar metilaménio e a reducdo do
crescimento em meio contendo baixos niveis de nitrogénio (VAN DOMMELEN et al.,
1998).

Em E. coli, a absorcdo de amobnia parece estar relacionada ao acoplamento
das atividades de uma enzima chamada glutamina sintetase (GS) e de AmtB
(JAVELLE et al., 2005). GS é um dodecamero composto por dois arranjos
hexagonais sobrepostos que converte glutamato em glutamina pela adicdo de
amonia (LEIGH e DODSWORTH, 2007). O processo de absor¢cdo de amonia, é
regulado pela interacdo da proteina AmtB com as proteinas Pll (GInB e GInZ) na
membrana, isso ocorre quando células de A. brasilense sao submetidas a choque de
amonio com adicédo de 200uM NH4CI (HUERGO et al., 2006a).

As proteinas da familia Amt de todos os dominios da vida vém sendo
purificadas e estudas a nivel estrutural. A proteina AmtB da bactéria Escherichia coli
(KHADEMI et al.,, 2004; ZHENG et al., 2004), Amt-1 da arquea Archaeoglobus
fulgidus (ANDRADE et al., 2005) e proteinas da sub-familia Rh, a Rh50 da bactéria
Nitrosomonas europaea e a RhCG de humanos (GRUSWITZ et al., 2010; LUPO,



2007) possuem suas estruturas cristalograficas resolvidas. A proteina AmtB de E.
coli foi pela primeira vez purificada por Blakey et al., (2002). Nesse trabalho, foi
possivel verificar que AmtB é muito estavel na presenca do agente redutor (-
mercaptaetanol e sob a acdo desnaturante de SDS, fato que gera um padrdo de
bandas em eletroforese SDS-PAGE caracteristico, apresentando bandas
correspondentes as formas monomeéricas, diméricas, triméricas e até em altos
oligdbmeros de AmtB e variando de experimento para outro quanto as formas
presentes no SDS-PAGE. Formas em altos oligdmeros das proteinas_ MEP em
Saccharomyces cerevisiae (0s transportadores de amodnia de leveduras séo
conhecidos como MEP) sdo sugeridas por Marini et al., (2000). A purificacdo da
proteina AmtB de E. coli vem sendo realizada a partir do fracionamento de
membrana em linhagens de E.coli C43 para expressao com vetores controlados pelo
promotor T7 (ZHENG et al.,, 2004; GRUSWITZ, CONNEL e STROUD, 2007). Os
trabalhos que descrevem a purificagcdo das proteinas da familia Amt/MEP/Rh n&o
descrevem o rendimento da purificacdo. A proteina AmtB de A. brasilense
apresentou um rendimento muito baixo, cerca de 100ug por litro de cultura
(HUERGO et al., 2007). Neste trabalho buscou-se no melhoramento do protocolo de

purificacdo de His-AmtB de Azospirillum brasilense para facilitar seu estudo in vitro.

1.3 Proteinas da familia PlII

Representantes dessa familia sdo encontrados em todo o dominio bactéria,
em arquea e nos cloroplasto de eucariotos fototréficos, como algas vermelhas e
plantas (FORCHHAMMER, 2008).

Proteinas do tipo PIlI sdo transdutoras de sinais amplamente distribuidas e
conservadas que atuam de acordo com 0s niveis intracelulares de nitrogénio,
carbono e energia regulando a atividade de outras proteinas alvo por meio de
interacdo proteina-proteina. As proteinas dessa familia sé@o triméricas e cada
mondmero possui uma regido muito flexivel chamada volta-T, muito importante em
interacdes com outras proteinas (LEIGH e DODSWORTH, 2007; FORCHHAMMER,
2008). Cada trimero de PIl pode se ligar competitivamente a trés moléculas de ADP
ou ATP (JIANG e NINFA, 2007) e ainda pode ligar-se também a trés moléculas de 2-
oxoglutarato (TRUAN et al., 2010; FOKINA et al., 2010).

Em Azospirillum brasilense, as proteinas PIl, GInB e GInZ, apresentam 112



residuos de aminoécidos e 82.1% de similaridade (DE ZAMAROCZY et al., 1996).
Essas proteinas, como citado anteriormente, sdo sequestradas para a membrana
quando submetidas a choque de amoénio, interagindo com AmtB sob tal orientacdo
que permite o fechamento do canal de aménio pela volta T de cada trimero de PII
(GRUSWITZ, CONNEL e STROUD, 2007), sendo esse complexo estabilizado por
ADP e desestabilizado por ATP e 2-oxoglutarato (DURAND e MERRICK, 2006;
HUERGO et al., 2007; RADCHENKO, THORNTON, e MERRICK, 2010). Para que
as PIl possam interagir com AmtB, é necesséario que elas estejam desuridililadas. O
estado de uridililacdo das proteinas PII é regulado pela enzima GInD que é capaz de
adicionar e remover o grupamento uridilii em um residuo conservado de tirosina
(Tyr51) de acordo com nivel de glutamina intracelular, sendo que cada trimero pode
receber até 3 grupamentos UMP. Sob choque de amonio, glutamina intracelular &
alta e as PII s&do desuridililadadas por GInD, (ARAUJO et al., 2008; JIANG, PELISKA,
e NINFA, 1998)

1.4 Proteinas DraT e DraG

A ADP-ribosilacdo € uma forma de regulagdo pos-traducional catalisada por
enzimas com atividade mono ou poli(ADP)-ribosil-transferases. Tais enzimas utilizam
NAD" como fonte de ADP-ribose para ligar este grupo covalentemente a proteina
alvo. A reversao desta atividade pode ocorrer pela acdo de enzimas ADP- ribosil-
hidrolases (ARHSs) ou poli(ADP)-ribosil- hidrolases (PARGS) (LIN, 2007).

A fixacdo biolégica do nitrogénio € catalisada pela enzima nitrogenase, a
forma mais comum desta enzima é constituida pelas proteinas NifH (dinitrogenase
redutase) e NifDK (dinitrogenase). Em a-proteobactérias, tais como Rhodospirillum
rubrum, Rhodobacter capsulatus e Azospirilum brasilense, a nitrogenase é
reversivelmente inativada em resposta a presenca de amonio e reducdo de energia
(ZHANG et al., 1993; ZHANG et al., 1997). A inativacdo desta enzima ocorre pela
atividade da enzima DraT (dinitrogenase ADP-ribosil transferase) que catalisa a
adicdo de forma covalente de um grupo ADP-ribose ao residuo Argl0l1 da sub-
unidade NifH da nitrogenase. Quando a célula encontra-se sob condi¢des de fixacdo
de nitrogénio, a atividade da nitrogenase é retomada pela hidrdlise do grupamento
ADP-ribose, processo catalisado pela enzima DraG (dinitrogenase ADP-ribosil
redutase glicohidrolase) (LEIGH e DODSWORTH, 2007). Em A. brasilense, essa



atividade de DraG é dependente de fon divalente como Mg, Mn*" e Fe*

(LJUNGSTROM, YATES e NORDLUND, 1989; LI et al., 2009).

Foi demonstrado in vivo que, em A. brasilense, a proteina GInB nao
modificada interage diretamente com DraT e que ambas as formas de GInZ
interagem diretamente com DraG (HUERGO et al., 2006b). A regulacdo de DraT e
DraG pelas proteinas Pl ocorre de acordo com nivel intracelular de ADP, ATP, 2-OG,
glutamina e amodnio. Quando os niveis intracelulares de ADP, glutamina e amdnio
extracelular sdo baixos e os niveis de ATP e 2-OG intracelulares sao altos, as
proteinas PII estdo uridililadas, assim, GInB-UMP nao é capaz de ligar-se a DraT e
deste modo ndo ocorre a adicdo de grupamento ADP-ribose a NifH, possibilitando
atividade da enzima nitrogenase pela remocao de tal grupamento pela DraG. Se tais
concentracfes de ADP, ATP, 2-OG, glutamina e amoénio estiverem invertidas entao as
Pll sdo desuridililadas, DraG é carreada a membrana formando complexo ternario
AmtB-GInZ-DraG inativando a enzima DraG e GInB interage com DraT que torna-se
entdo capaz de ADP-ribosilar NifH, assim, inativando a nitrogenase (HUERGO et al.,
2006a; HUERGO et al., 2007; HUERGO et al., 2009).

Em A. brasilense sabe-se que DraT interage com GInB in vivo, quando esse
interacdo ocorre, em resposta a choque de amonio, DraT € ativada (HUERGO et al.,
2006a). A enzima DraT também é capaz de interagir com GInB em R. rubrum (ZHU
et al.,, 2006) e em R. capsulatus (PAWLOWSKI et al., 2003) com demonstrado em
sistema duplo hibrido. A formag&o do complexo DraT-GInB também foi verificada in
vitro, e essa interacdo, em Azospirillum brasilense, parece ser desestabilizada por 2-
OG guando na presenca de ATP ou AMP, mas na auséncia de 2-OG (2-oxoglutarato)
todas as formas de adeninas nucleotideo favorecem a formacdo do complexo. Esse
favorecimento evidencia a forte influéncia efetora de ADP, pois além de favorecer a
formacao desse complexo, ADP também inibe a acdo de 2-OG na desestabilizagcédo
de His-DraT-GInB. Essa regulacéo alostérica sugere que in vivo esse complexo pode
responder aos niveis de energia (HUERGO et al., 2009).

As proteinas da familia PIl possuem protocolos de purificacdo bem
caracterizados em Proteobactéria (ARAUJO et al., 2008; HUERGO et al., 2005;
KAMBEROV et al, 1994; MOURE et al., 2011), com rendimento de 27% do extrato
total de proteinas (MOURE et al., 2011) e sua estrutura 3D ja é conhecida em varios
organismos (LEIGH e DODSWORTH, 2007; FORCHHAMMER, 2008). No entanto, a

estrutura 3D de DraT ainda ndo é conhecida e, para que se possa resolver tal



estrutura, a purificacdo de DraT é de grande importancia. A purificacdo de DraT de
R. rubrum foi demonstrada por Lowery (1988) em coluna de celulose na presenca de
ADP, com NaCl como eluente e expressao sob controle do promotor de nifH, em
linhagem hospedeira de R. rubrum. O rendimento foi de 0,002% do conteudo soluvel
de proteinas, depois disso, algumas modificagbes nesse método foram feitas
(LOWERY e LUDDEN, 1989; GRUNWALD et al., 1995; GRUNWALD e LUDDEN,
1997), mas de maneira geral, DraT foi purificada com rendimento muito baixo e com
alguma perca de atividade de DraT purificada. Em A. brasilense, His-DraT foi
purificada em coluna de niguel (HUERGO et al, 2005) apresentando-se
predominantemente insolavel, contudo, notou-se que essa proteina pode ser co-
purificada com GInB na presenca de ADP, com um significante aumento da
solubilidade de His-DraT (cerca de 30%). Esse complexo foi co-purificado sob a
razdo estequiométrica de 1:1 (mondmero de DraT:trimero de GInB), tais proteinas
apresentaram intensidade de bandas em gel de eletroforese muito semelhante,
proporcao que estad de acordo com as massas moleculares do monémero de His-
DraT (37,342 KDa) e do trimero de GInB (37,113 KDa) (HUERGO et al., 2009).

Este trabalho buscou otimizar a expresséo e a purificacdo do complexo His-
DraT-GInB, para que, em um momento futuro, seja possivel realizar ensaios de
cristalografia e, assim, determinar a estrutura dessa interagéo. A importancia de se
determinar a estrutura 3D de DraT deve-se ao fato de que esta ainda nao é
conhecida e o entendimento dos mecanismos da regulacédo da atividade de DraT e
DraG em resposta aos sinais ambientais ndo é completamente compreendido. A
determinacdo da estrutura 3D de DraT-GInB permitiria uma melhor caracterizacdo
dos eventos conformacionais desse complexo, assim como da regulacdo pos-
traducional da nitrogenase pelo sistema de ADP-ribosilacdo, possibilitando também
comparacdes mecanisticas com outros organismos. Além disso, as proteinas PII,
vém sendo caracterizadas por interagir com alvos de arquitetura similar, ou seja,
alvos triméricos, estrutura que parece ser chave para o entendimento das funcdes
regulatorias de Pll (FORCHHAMMER, 2008). No entanto, a interacdo de DraT com
GInB n&o segue esse modelo, pois tal complexo ocorre sob a estequiometria de 1
mondmero (DraT) para 1 trimero (GInB) (HUERGO et al., 2009). Por isso, analises
funcionais e estruturais sao importantes para elucidar os principios da interacéo

fisica entre PIl e DraT.



2 JUSTIFIVATIVA

Este trabalho visou a otimizacdo da expressdo e purificacdo da proteina
recombinante His-AmtB de Azospirillum brasilense. A otimizac&o deste protocolo ir4
facilitar a analise in vitro da proteina AmtB de A. brasilense. Além disso, o protocolo
desenvolvido pode ser potencialmente implementado na purificacdo de proteinas
AmtB de outros organismos facilitando ensaios in vitro com proteinas da familia Amt.
Visou-se também a otimizagdo da expressdao e purificacdo do complexo
recombinante His-DraT-GInB de Azospirillum brasilense. A otimizacdo deste
protocolo visa, futuramente, a cristalizacdo deste complexo a fim de resolver sua
estrutura 3D. A determinacédo da estrutura do complexo DraT-GInB é fundamental
para o0 entendimento dos mecanismos estruturais e funcionais envolvidos na

regulacdo mediada pela proteina GInB.



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
*Otimizacdo da expresséao e purificacdo da proteina recombinante His-
AmtB.
*Otimizagcdo da expressdo e purificagdo do complexo recombinante
His-DraT-GInB de Azospirillum brasilense.

3.2 Objetivos especificos

*Estabelecer a linhagem celular e 0 meio de cultivo ideal capaz de
melhor super-expressar His-AmtB e o complexo His-DraT-GInB. Testando a
expressdo das proteinas codificadas nos plasmideos, descritos no item 4.3, em
células E. coli GT1000 (para His-AmtB) e (para His-DraT-GInB) termo-competentes
ou eletrocompetentes

*Determinar o melhor método cromatografico para purificacdo do

complexo His-DraT-GInB.



4 MATERIAIS E METODOS

A solucéo de cloreto de amonio foi autoclavada separadamente e adicionada
ao meio de cultura LB (SAMBROOK, et al.,1989) no momento de uso. O pH do meio
LB foi ajustado para 6,8. O meio M9-glutamina foi feito no momento do uso pela
adicdo das solugbes componentes a agua milliQ previamente autoclavada. As
solucbes constituintes de M9-glutamina foram esterilizadas separadamente por
autoclavagem, exceto a de glutamina que foi filtrada (membrana filtrante 0,22um —
Millipore). A solucéo de glutamina foi feita somente logo antes de ser preparado o
meio, para evitar sua conversdo a NH**. O meio M9-glutamina (20% de solucdo 1
(45mM NayHPOg4, 17mM KH,PO4, 40mM NacCl), 1,6M MgSO,7H,0, 200mM glucose,
10uM CacCl, e 1,3mM glutamina) foi feito da seguinte forma: Em 620mL de agua
milliQ autoclavada em um erlenmeyer de 2L, adicionou-se 160mL de solucdo 1
(27,29 Na,HPO,4, 12g KH,PO4 e 2g NaCl para 800mL de solucdo 1), 1,6mL de
MgSO, 1M, 16mL de glucose 20%, 80uL de CaCl, 1M e 8mL de glutamina
20mg/mL).

4.1.1 Cultivo de células para purificacdo de His-AmtB

Algumas col6nias de células E. coli GT1000 (AginKamtB) (COUTTS et al.,
2002) transformadas com plasmideo pLHDK7HisAmtB foram crescidas em 16mL de
meio LB com cloranfenicol 30pug/mL sob agitagédo de 200rpm a 37°C por cerca de 16
horas. Depois disso todo esse volume foi adicionado a 800mL de meio M9-glutamina
com respectivo antibiotico. Para o consumo dos nutrientes do meio LB do in6culo,
deixou-se 2h sob as mesmas condi¢bes de agitacdo e temperatura. Em seguida foi

adicionado 0,5mM de IPTG para a indugéo por 16h.

4.1.2 Cultivo de células para purificacdo do complexo His-DraT-GInB

Algumas colbnias de células BL21 transformadas com pLHPETDraT e
pLHDK5PII foram crescidas em 20mL de meio LB com canamicina 100ug/mL e
ampicilina 500ug/mL sob agitacdo de 200rpm a 37°C por 16h. Depois disso, todo
esse volume foi adicionado a 400mL de meio LB com os respectivos antibidticos (Km
50ug/mL e Amp 250ug/mL) suplementado com 20mM de NH,Cl (MACHADO et al.,



10

1991). O cultivo foi procedido a 37°C sob agitacdo de 120rpm até ser atingida a
DOe00=0,5. Entdo foi adicionado 0,5mM de IPTG para indugcéo a 30°C sob agitagcao
de 200rpm por 5 horas.

4.2 Antibidticos

Os antibidticos utilizados, ampicilina (Amp), cloranfenicol (Cm) e canamicina
(Km), foram preparados conforme SAMBROOK (1989) e os estoques mantidos a
4°C, exceto ampicilina (Amp), conservada a -20°C.

As solucdes de antibiéticos foram preparadas em agua MilliQ autoclavada, e
esterilizadas por filtracdo em filtro Millipore HAWP 0,22m, exceto Cm que é diluido

em alcool 96%.

4.3 Plasmideos

Plasmideo Promotor Expressdo Resisténcia Referéncia
pLHDK7HisAmtB ptac His-AmtB (A.b) Cloranfenicol Huergo, 2007
pLHPETdraT T7 His-DraT (A.b) Canamicina Huergo, 2005
pLHDKS5PII ptac GInB (A.b) Ampicilina Huergo, 2005
pDK7gInB ptac GInB (A.b) Ampicilina Araujo, 2008
pLMA-4 T7 GInB (A.b) Ampicilina Araujo, 2004

Cedido por M. A.
pAbBTDuet T7 His-DraT e GInB (A.b) Ampicilina S. de Oliveira

4.4 Purificagdo de plasmideos

A extracdo de plasmideos foi realizada pelo método de lise alcalina
(SAMBROOK, FRITSCH E MANIATIS,1989), em que uma cultura de células, apés
ter sido incubada durante a noite em meio LB, foi centrifugada a 13.000 rpm por 60
segundos. O sedimento foi ressuspendido em tampéo GET (50mM glucose, 25mM
Tris-HCI pH 8,0 e 10mM de EDTA pH 8,0) e a lise celular foi efetuada com a adicéo
de 1% SDS e 0,2M NaOH. O DNA cromossomal e proteinas foram precipitados com
3M acetato de potassio pH 4,8. ApGs incubagdo por 10 minutos em banho de gelo
foram adicionados 100uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), a amostra
entdo foi agitada em agitador de tubos sendo em seguida centrifugada. A fase

aguosa foi coletada e a ela adicionada 2 volumes de etanol 96% com a finalidade de
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precipitar o DNA plasmidial. Apés isso a mistura foi centrifugada a 13.000rpm por 10
minutos e o precipitado foi lavado com etanol 80%. Finalmente o precipitado foi seco
a vacuo, de um dia para o outro na bancada ou por 3h no fluxo laminar e depois foi
ressuspenso em agua. Alternativamente, o DNA plasmidial pode ter sido purificado

usando kit de purificacdo de plasmideos.

4.5 Transformacao bacteriana

As células de E. coli foram utilizadas para super expressar as proteinas de

interesse e a transformacéo foi realizada por choque térmico.

4.5.1 Transformacéo bacteriana por choque térmico

4.5.1.1 Preparo das células

Algumas colbnias de E. coli crescidas em meio LA foram inoculadas em 5mL
de meio LB na presenca de antibidticos, a cultura foi incubada sob agitagdo por
cerca de 16 horas a 37°C. Todo o pré-inéculo transferido para um frasco de 1L
contendo 250mL de LB mais antibidticos e a cultura foi incubada a 37°C até atingir
densidade D.Oggo entre 0,3 e 0,4. As células foram deixadas no gelo por 30 minutos,
centrifugadas a 3.000g por 10 minutos a 4°C, sendo entdo ressuspendidas em 30mL
de uma solucdo gelada de CaCl, 0,1M. Apos 30 a 60 minutos no gelo as células
foram coletadas por centrifugacao (sob as mesmas condi¢des), ressuspendidas em
8mL de solucéo gelada de CaCl, 0,1M + 15% de glicerol. Fracdes de 200uL foram

coletadas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

4.5.1.2 Choque térmico

As aliquotas de células foram retiradas do freezer -80°C e mantidas no gelo
por 30 minutos. 50ng de plasmideo purificado foi misturado com as células,
mantendo-se no gelo por 30 minutos, seguido de banho a 42°C por 2 minutos. As
células foram entdo imediatamente transferidas para o banho de gelo, suspensas em
1mL de LB, e recuperadas a 37°C por 40 minutos, aliquotadas e plaqueadas em

meio LA contendo antibiéticos adequados.
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4.6 Purificacéo proteinas

Proteinas fusionadas com uma sequéncia de 6 histidinas (His-Proteina) foram
purificadas por cromatografia de afinidade em uma coluna Hi-Trap-Chelating-Ni?*
(GE Healthcare) carregada com NiCl, como descrito pelo fabricante e acoplada a
uma bomba peristaltica. O extrato de proteina livre de células foi obtido por
centrifugacédo do cultivo a 3400g a 4°C, ressuspensdo das células em tampé&o de
sonicagdo (conforme proteina a ser purificada) e sonicagdo no gelo em sonicador
MSE Soniprep 150 usando amplitude de aproximadamente 10 pum por 15 vezes de

15s com intervalos de 15s e centrifugacao do lisado a 300009 a 4°C.

4.6.1 Purificagdo de His-AmtB

A partir de 800mL de cultivo celular (item 4.1.1) foi feito o extrato de proteina
livre de células (item 4.6) em 15mL de tampao de sonicagdo gelado (50mM tris HCI
pH8, 1% LDAO, 10% de glicerol, 100mM NaCl). A proteina AmtB fusionada com uma
sequéncia de 6 histidinas na por¢cao N-terminal (His-AmtB) foi purificada em coluna
de niquel carregada com NiCl,. Essa coluna foi lavada com 10mL de agua MilliQ
autoclavada, equilibrada com 5mL de tampéo de sonicacdo gelado, submetida ao
extrato de proteinas totais e entdo aos tampdes de eluicdo (50mM tris HCI pH8,
0,05% LDAO, 10% de glicerol, 100mM NacCl, e imidazol - 10, 50, 300 ou 500mM) em
ordem crescente de concentracao de imidazol. Aliquotas de 1mL foram coletadas em
tubos de 1,5mL e entdo analisadas em SDS-PAGE. As aliquotas referentes a
proteina His-AmtB foram dialisadas a 4°C com 150mL de tampé&o de dialise (50mM
tris-HCI pH8, 100mM NaCl, 50% glicerol, 0,05% LDAO) durante a noite e por 2h.

Entdo as fracdes foram mantidas a -20°C.
4.6.2 Purificagdo do complexo His-DraT-GInB
A partir de volume de cultivo celular de 400mL foi feito o extrato de proteina

livre de células (item 4.1.2) em 20mL de tampéao de sonicacdo gelado (100mM de tris
HCIl pH8, 100mM de NaCl, 10% de glicerol, 1mM de MgCl, e 0,5mM de ADP —
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adicionado somente no momento do uso). As proteinas foram co-purificadas usando
coluna de niquel que foi carrega com NiICl,, lavada com 10mL de agua milliQ
autoclavada, aquilibrada com 5mL de tampéao de sonicacéo, submetida ao extrato de
proteinas totais e entdo a 5mL de cada um dos tampdes de eluicdo (100mM de tris
HCIl pH8, 100mM de NaCl, 10% de glicerol, 1mM de MgCl, e 0,5mM de ADP —
adicionado somente no momento do uso — e imidazol -10, 50, 100, 300 ou 500mM)
adicionados a coluna em ordem crescente de concentracao de imidazol.

Nas purificacdes em coluna de heparina (HiTrap™ Heparin HP Columns - GE-
Healthcare), a coluna foi submetida ao tampé&o A (50mM de Tris HCI pH8 e 100mM
de NacCl) e depois ao tampéao B (50mM de Tris HCI pH8 e 1M de NaCl) para eluicéo
em sistema AKTA - GE Healthcare — de purificacdo. As purificacbes em coluna de
heparina com bomba peristaltica foram feitas submetendo a coluna a 10mL de agua
milliQ autoclavada, 5 mL de tampé&o de sonicacdo, depois ao extrato de proteinas
totais, 10mL de tampé&o A, 5mL de tampao A com 15% de B, 5mL de tampao A com
35% de B e por ultimo a 5mL de tampao B. Aliquotas de 1mL foram coletadas em
tubos de 1,5mL e analisadas em SDS-PAGE. As aliquotas referentes ao complexo
His-DraT-GInB foram dialisadas a 4°C com 150mL de tampao de dialise (20mM tris-
HCl pH8, 100mM NaCl, 1mM MgCl,, 10% glicerol, 0,05% LDAO e 0,5mM ADP —
adicionado no momento do uso) durante a noite e por 2h. Entdo as fragcdes foram

mantidas a -20°C.

4.7 Eletroforese de DNA

As eletroforeses de DNA foram realizadas em gel de agarose horizontal
conforme descrito por SAMBROOK et al. (1989) com modificagbes. O DNA foi
visualizado, apos tratamento com brometo de etideo (0,5 pg/mL), em transluminador
de luz ultravioleta. O perfil eletroforético foi registrado utilizando um sistema de

video-imagem acoplado (UVP).
4.8 Eletroforese de proteinas
Eletroforeses de proteinas sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE) foram

realizadas em gel de poliacrilamida (12,5%) como descrito por Laemmili et al.,

(1970). A concentracédo do gel de corrida foi utilizada conforme a massa molecular
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da proteina a ser analisada. As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical
seguindo recomendacdo do fabricante (Biorad). As corridas foram realizadas a
voltagem constante de 100-180V em tampé&o de corrida 1X (30g de tris-base, 140g
de glicina e 10g de SDS por litro de tampé&o 10X) pelo tempo necessario de acordo
com as amostras a serem analisadas. Apés a corrida o gel pdéde ser corado com
Coomassie Blue, prata ou SYPRO® ruby INVITROGEN conforme indicagées dos

fabricantes ou transferido para membranas (Western blot) dependendo do ensaio.
4.9 Pull Down

Os ensaios de interacdo entre as proteinas His-AmtB e PIl foram realizados
usando resina magnética de niquel (His Mag™ Agarose-Beads-Invitrogen), as quais
foram lavadas com tampé&o de lavagem (50mM de tris HCI pH8, 100mM NaCl, 10%
de glicerol, 0,05% LDAO, 10mM Imidazol, 5mM de MgCl,, 3,2mM ADP) no qual as
proteinas foram adicionadas e incubadas por 30 minutos no gelo vortexando
levemente a cada 10 minutos. Apos lavagem com tampéo de lavagem foi feita a

eluicdo com tampé&o contendo 5mM de ATP e 5mM de a-cetoglutarato.
4.10 Western blot

ApoOs a realizacdo de eletroforese SDS-PAGE, as proteinas do gel foram
transferidas para membranas de PVDF (Hybond ECL — GE Healthcare) utilizando
um sistema de transferéncia semi-seco, no qual a placa do anodo foi inicialmente
coberta com 4 camadas de papel filtro previamente imersas em tampao Al (0,3M
tris-HCI pH 10, 20% metanol). Duas camadas de papel filtro contendo tampédo A2
foram colocadas no sistema, seguido da membrana de PVDF previamente imersa no
tampao A2 (25mM tris-HCI pH 10, 20% metanol). O gel foi entdo colocado sobre a
membrana sempre se tomando o devido cuidado para evitar bolhas de ar no
sistema. 6 camadas de papel filtro contendo tampéo C (25mM tris-HCI pH 10, 40mM
acido caproico, 20% metanol) foram colocadas sobre o gel. A placa do catodo foi
colocada sobre as folhas de papel filtro e entdo o sistema foi conectado a uma fonte
de eletroforese a 80mA por 1 hora. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada
com solucéo de leite em pd desnatado 5% em TBST por 1 hora a temperatura
ambiente, lavada com TBST (Tris pH 7,6; 2,42g/L; NaCl 8g/L; tween 20 1mL/L) e
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incubada com o anticorpo primério (anti-His monoclonal - GE-Healthcare) em leite
5% TBST sob a diluicdo de 1/2000, sendo mantida a 4°C durante a noite sob
agitacdo. Depois disso, a membrana foi lavada por 15 minutos com TBST, seguido
de 3 lavagens de 5 minutos cada. A membrana foi incubada com anticorpo
secundario (anti IgG de coelho conjugado com a enzima peroxidase - GE
Healthcare) na diluicdo de 1/5000 a temperatura ambiente por 1 hora. Apos 6 etapas
de lavagens com TBST (1X de 15 minutos e 5X de 5 minutos), a membrana foi
submetida a etapa de revelacao utilizando o sistema ECL (GE Healthcare) seguindo
as recomendacoes do fabricante. Os sinais foram capturados em filmes de raio-X
(BioMax—GE Healthcare).

4.11 Dosagem de proteinas

As concentragbes de proteinas foram determinadas pelo método de
BRADFORD (1976) usando albumina de soro bovino como padréo.
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5 RESULTADOS

5.1 Otimizacdo da expressdo e purificacdo da proteina recombinante His-

AmtB de Azospirillum brasilense

Para uma melhor eficiéncia na purificacdo da proteina AmtB de A. brasilense,
foi utilizado o vetor pDK7 sob controle do promotor ptac e sob indugdo com IPTG
para expressar AmtB fusionada a calda de 6 histidinas na sua por¢cao N-terminal
(HUERGO et al., 2007). Em trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério, a
proteina AmtB de A. brasilense foi purificada a partir da expressdo sob controle do
promotor T7 (vetor pET28a) em células E. coli C43 cultivadas em meio rico LB
suplementado com NH4CI, para evitar a formacdo de heterotrimeros entre
mondmeros de AmtB de E. coli e de A brasilense (GRUSWITZ et al., 2010; MARINI
et al., 2000). Para purificacdo de dessa proteina, foi utilizada uma etapa de
fracionamento de membrana, comumente utilizada para proteinas de membrana,
com rendimento obtido abaixo de 100ug de proteina por litro de cultura (HUERGO,
2007). Neste trabalho se fez 0 uso de células E. coli GT1000 (AginkamtB) (COUTTS
et al., 2002). Essa linhagem foi escolhida pelo fato de ela ndo expressar GInK e
AmtB enddgenas, evitando a titulagédo de PII pela expressdo de AmtB exdgena. Uma
vez que se sabe que ocorre interacdo entre AmtB de E. coli e PIl de A. brasilense
(RODRIGUES et al, 2011), possivelmente o inverso também ocorra,
consequentemente gerando problemas de reprodutividade da expressdo de His-
AmtB, como encontrado em Huergo et al (2007). A titulacdo de PII provavelmente
acarrete em deplecdo de outros sistemas regulados pelas PIl de E. coli, como o
sistema Ntr, sendo , portanto, a expressao de AmtB exdgena toxica para as células
(BLAUWKAMP e NINFA, 2003). Essa toxicidade, ocasionada pela expressdo de
AmtB, possivelmente seleciona células cuja expressdo de AmtB ocorre a uma dose
nao letal, proporcionando baixa expressdo de His-AmtB de A. brasilense e de
maneira ndo reprodutivel. O meio escolhido para o cultivo de E. coli GT1000 foi o
meio M9-glutamina, pois esse meio propicia uma maior e mais reprodutiva
expressao do que verificado quando utilizado meio rico LB para a proteina AmtB de
E. coli (Dr. Mike Merrick, comunicacdo pessoal). Em meio M9-glutamina, as
proteinas GInB da E. coli hospedeira encontram-se uridililadas, pois glutamina no

meio acarreta em condicdo limitante de nitrogénio para a célula (ATKINSON e
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NINFA, 1998), assim, ndo permitindo a titulacao de PII pela AmtB super expressa.
Esta forma de expressao gerou um rendimento de cerca de 900ug de proteina
por litro de cultura com reprodutividade de expressao. A etapa de fracionamento de
membrana foi removida, a purificacdo foi realizada com uma U(nica etapa
cromatogréfica em coluna de Ni** de 1mL (figura 1). Um detalhe relevante, foi a
retirada da etapa de eluicdo com 100mM de imidazol, pois nessa concentracao
ocorreu o desprendimento de His-AmtB em algumas fragcbes em concentracdes
muito baixas o que resulta em perda de rendimento final (dados ndo mostrados).
Partindo-se, portando, direto para eluicdo com 300mM de imidazol apds as lavagens
com 10 e 50mM, a eluicdo permitiu a captura de praticamente toda a His-AmtB
retida na coluna em uma Unica fracdo em alta concentracdo, como mostrado na linha
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FIGURA 1. Purificacdo de His -AmtB. Extrato total de células E. coli
GT1000 portando pLHDK7HisAmtB aplicado a coluna de Ni®*. Eluicdo com
gradientes de imidazol. M - marcador de massa molecular em kDa (116, 66,
45, 35, 25, e 18). Linha 1 - Extrato celular total, Linha 2 - Extrato pos-coluna
de Ni**. Linha 3 - HisAmtB eluida em 300mM de imidazol. Demais linhas -
fracGes crescentes de imidazol da esquerda para a direita. SDS-PAGE
corado com Coomassie blue.

Foi realizada diluicdo seriada de His-AmtB purificada para verificar em
eletroforese SDS-PAGE o grau de contaminagcdo obtido na Unica etapa
cromatografica usada para a purificacdo de His-AmtB de A. brasilense. O gel de
eletroforese foi submetido a analise com software Lab Works (UVP) para avaliar a
pureza de His-AmtB que se apresentou 86% pura (figura 2). A His-AmtB obtida foi
submetida a Western blot (figura 3), com anticorpo monoclonal anti-His (GE
Healthcare). O ensaio de Western blot foi feito a partir de diluicdo seriada da His-
AmtB purificada, para confirmar pela analise do padrdo de bandeamento
apresentado se ha bandas inespecificas e se o padrdo de bandas corresponde ao

padréo tipico de His-AmtB de A. brasilense. Na figura 3, € possivel verificar bandas
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referentes a mondmeros e trimeros de His-AmtB, confirmando que a proteina
purificada foi uma proteina com calda His e que o padrdo de migracdo eletroforética
SDS-PAGE corresponde ao comumente visto para His-AmtB. Em Blakey et al., 2002,
verificou-se que a AmtB de E.coli € muito estavel frente a acdo redutora e
desnaturante de B-mercaptaetanol e SDS respectivamente, e apresenta certa

variacdo quanto as formas oligoméricas em eletroforese SDS-PAGE.
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FIGURA 3. Western blot —
FIGURA 2. Pureza de His -AmtB . — Proteina Diluicio seriada de His-
His-AmtB purificada e dialisada. M - marcador AmtB purificada da direita
de massa molecular em kDa (116, 66, 45, 35, para a esquerda; Linha 1:
25, 18 e 14). Linha 3: 3ug de proteinas; Linha 0,3ug de proteina; Linha 2:
2: 2ug de proteinas; Linha 1: 1ug de proteinas. 0,95ug de proteina; Linha
SDS-PAGE corado com Coomassie blue. 3. 2,25ug de proteina.
Anticorpo monoclonal anti
His (G%Healthiare).
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FIGURA 4. Atividade de His -AmtB . Ensaio de Pull Down para demonstrar interacdo
entre HisAmtB com as proteinas GInB e GInZ. Foi utilizado 20ug de HisAmtB e 40ug de
GInB e GInZ. M - marcador de massa molecular em kDa (116, 66, 45, 35, 25, 18 e 14);
1- Resina, sem proteinas, submedita aos mesmos procedimentos das demais amostras
(mesmos tampdes); 2- His-AmtB; 3- HisAmtB e GInB; 4- HisAmtB e GInZ. Eluicdo com
tampao 5mM de ATP e 5mM de a-cetoglutarato SDS-PAGE corado com SYPRO® ruby
INVITROGEN.

Para melhor corroborar a identidade da proteina purificada e também avaliar
seu estado conformacional foi realizado um ensaio de pull-down (item 4.9) para

analisar sua atividade, averiguando a ja conhecida capacidade de interacdo de AmtB
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com as proteinas Pll em A. brasilense (HUERGO et al., 2006a). O ensaio de pull-
down foi realizado usando uma resina magnética de niquel (INVITROGEN), que foi
lavada, equilibrada com ADP e submetida a incubagcdo com as proteinas His-AmtB e
as proteinas PIl (GInB ou GInZ para cada tubo) sob a presenca de ADP. A
desestabilizacdo desses complexos foram feitas pela adicdo de tampao com ATP e
2-0OG, permitindo que somente GInB ou GInZ fosse eluida e verificada em
eletroforese  SDS-PAGE, como mostra a figura 4. Esse resultado confirma a
purificacdo e a atividade de His-AmtB purificada, estando ela, portanto, em estado

conformacional nativo, apta para ensaios in vitro.

5.2 Otimizacdo da expressdo e purificacdo do complexo protéico

recombinante His-DraT-GInB de Azospirillum brasilense

A proteina DraT € caracterizada por ser capaz de inativar a enzima
nitrogenase pela adicdo do grupo ADP-ribose a subunidade NifH, essa adi¢do é
regulada por GInB que quando esta desuridililada em resposta a choque de aménio
interage com DraT, esse complexo € estabilizado por ADP (HUERGO et al., 2009), e
sua formacgao permite que DraT possa realizar sua atividade ADP-ribosil transferase
(HUERGO, 2006b).

Para um melhor entendimento a nivel estrutural das respostas intracelulares
aos sinais ambientais envolvidas no processo de ADP-ribosilacdo de NifH, seria de
grande contribuicdo o conhecimento da estrutura 3D do complexo His-DraT-GInB.
Para que a resolucdo dessa estrutura seja possivel se faz necessario a purificagéo
desse complexo com alto grau de pureza, com proporcdo estequiometricamente
equivalente entre essas proteinas, pois se sabe que esse complexo ocorre em uma
razdo de 1:1 (mondmero de DraT:trimero de GInB) (HUERGO et al., 2009) e uma
concentracdo relativamente alta (cerca de 10 mg/mL). Isso possibilitaria,
posteriormente, 0 inicio das etapas de cristalizagcdo e a resolucdo da estrutura
dessas proteinas quando complexadas.

Neste trabalho, foi adotada inicialmente a estratégia de purificar o complexo
His-DraT-GInB, por meio da expressdo dessas proteinas em células E. coli BL21
portando os plamideos pLHPETDraT e pLHDKS5PII sob indu¢do com IPTG por 16 h,
a 16 °C, 120 rpm e em meio LB 20mM NHy4CI (figuras 5, 6 e 7), uma vez que

ensaios preliminares, realizados por Huergo et al., (2005), mostraram tais proteinas
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purificadas em condi¢gBes proximas as ideais para fins de cristalizacao.

100mM 300mM 500mM
M r\F S nﬁq rr:‘ S hFQ nr‘q “f“q 1(:‘ S nFQ r? S
116 —{“Nu r 1 ) o ) o r | od r | o
66 _L
45_1
35 —— — ww- - -— - — — — — His-DraTl

25_|

18

— -

e . e e s e s A — < <— — — — — — —GInB

FIGURA 5. Purificacdo do complexo His -DraT-GInB em coluna de niquel . E. coli BL21
pLHDK5PII/pLHPETdraT. (P) Eluatos da purificacdo em que se observou precipitado de
proteinas, homogeneizados e aplicados no gel sem centrifugar. (S) Sobrenadante das fragdes
P apés centrifugacdo a 30000g (o pellet desta centrifugacgéo foi descartado). A eluicao foi feita
com gradiente crescente de imidazol. (M) marcador de massa molecular em kDa. SDS-PAGE
corado com Coomassie blue.

Em um primeiro ensaio, foi observado logo que se fez a purificacdo a
formacéo de precipitado nas fracdes eluidas. Entdo essas fracbes com precipitados
foram divididas em duas aliquotas, uma para ser homogeneizada e aplicada no gel
de eletroforese SDS-PAGE e outra para ser centrifugada a 30000g. Da aliquota
centrifugada foi coletado somente o sobrenadante, o qual foi submetido a
eletroforese SDS-PAGE juntamente com a aliquota ndo centrifugada, para avaliar o
guanto de proteinas é purificado e o quando fica solavel (figura 5). Na figura 5, as
proteinas do complexo His-DraT-GInB apresentaram problemas em sua
estequiometria e concentracdo, sendo mais evidente a baixa solubilidade de His-
DraT-GInB. Aparentemente, o resultado da figura 5 apresenta as fracbes de
proteinas His-DraT e GInB sendo inicialmente eluidas em 100mM de imidazol, com
baixa concentracdo de ambas as proteinas, porém € onde ocorre o precipitacdo em
menor grau. Na fracdo de 300mM de imidazol foi observado aumento de His-DraT,
mas nao na mesma proporcao de GInB, além disso percebe-se uma precipitacdo em
grande quantidade, principalmente de His-DraT. Pode-se constatar também que
houve diminui¢&o da fragcdo soluvel nas amostras referentes a 500mM de imidazol e
nem tanta diminuicdo de His-DraT em relacéo as ultimas fracdes obtidas em tampéao
300mM de imidazol. Perante isso, foi hipotetizado que talvez a precipitacdo seja
favorecida em funcdo do aumento na concentragdo de Imidazol no tampé&o de
eluicdo, por isso, foi testado uma forma diferente de purificagdo, em que a eluicéo foi
feita conforme aumento da concentracdo de NaCl, em coluna de heparina.

Na figura 6, foi visto que a purificacdo em coluna de heparina apresentou
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concentracdo e pureza de proteinas de maneira insuficiente, ocorrendo também
precipitacdo de proteinas nas fracdes de mais alta concentracdo. Entretanto as
bandas de His-DraT e GInB se apresentaram em equivalente intensidade, sugerindo

que estavam ocorrendo com estequiometria de aproximadamente 1:1.
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FIGURA 6. Purificacdo do complexo His -DraT-GInB em coluna de heparina -
sistema AKTA (GE Healthcare) . E. coli BL21 pLHDK5PII/pLHPETdraT. Extrato de
proteinas totais proveniente de 400mL de cultivo celular foi submetido a coluna de
heparina de 1 mL em sistema de purificacdo AKTA (GE Healthcare). O pico de
eluicdo foi obtido com tampé&o 30% de NaCl (30% de tampédo NaCl 1M em tampéao
NaCl 100mM), aplicadas no gel na sequéncia de acordo com a numeracdo das
linhas. M - marcador de massa molecular em kDa. SDS-PAGE corado com
Coomassie blue.

A mesma estratégia foi tomada mais uma vez, como mostra a figura 7, mas
desta vez a purificacao foi realizada em bomba peristaltica, utilizando uma coluna de
heparina. Amostras com agregados protéicos também ocorreram nessa purificacao,
mas desta vez, aparentemente, o fator variante possivelmente tenha sido a
expressao desproporcional, uma vez que a banda referente a His-DraT parece estar
mais intensa que a de GInB na linha correspondente ao extrato de proteinas totais
da figura 7, da mesma forma que as bandas de His-DraT eluidas com 30% de NaCl
em relacdo as de GInB. Uma possivel explicacdo para a reducdo da expressao de
GInB nestas condicdes seria a instabilidade da manutencdo do plasmideo
pLHDKS5PII talvez pela baixa estabilidade da ampicilina no meio de cultivo.

Uma vez que ambos os métodos cromatograficos utilizados ndo produziram
resultados satisfatérios, partiu-se para outra estratégia, transformar células E. coli
BL21 agora com plasmideo pDK7gInB que expressa GInB a partir do vetor pDK7 que
tem resisténcia a clorofenicol. Este plasmideo, assim como o pLHDK5PII (resisténcia
a ampicilina) expressa a proteina GInB a partir do mesmo promotor, ptac. Entretanto,

a estabilidade do antibidético ampicilina em meio de cultivo € inferior a estabilidade do
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antibiotico clorofenicol. Portanto, a expressao usando pDK7 poderia, em principio,

ser mais reprodutiva que usando pDKS5.
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FIGURA 7. Purificacdo do complexo His -DraT-GInB em coluna de heparina — bomba

peristaltica . E. coli BL21 pLHDK5PII/pLHPETdraT. Extrato de proteinas totais proveniente de
400 mL de cultivo celular foi submetido a coluna de heparina de 1 mL em bomba peristaltica. O
eluato aplicado no gel (de acordo com sequéncia numérica das linhas) foi obtido com tampéo A
com 15% e 35% de B. M- marcador de massa molecular em kDa. SDS-PAGE corado com
Coomassie hlue.

Neste caso, células E. coli BL21 foram transformadas somente com o
plasmideo pLHDK7gInB, para verificar como esse plasmideo expressa GInB em
comparacdo ao plasmideo inserido juntamente com pLHPETdraT na mesma
linhagem celular (figura 8). Esse resultado mostra que h&d uma diminuicdo da
expressdo de GInB quando expresso junto com His-DraT na mesma célula. Frente a
isso, questionou-se se o tempo de inducdo poderia ser um fator determinante na
proporcionalidade da expressao, pois possivelmente haveria um momento em que
as proteinas seriam expressas em igual propor¢do e apos isso o plasmideo com
promotor mais ativo prevaleceria. Entao foi realizado um teste de inducdo, em que
se submeteram as células E. coli BL21 portando os plasmideos pDK7gIinB e

pLHPETdraT, a diferentes tempos de indugdo com IPTG em meio LB suplementado

com 20mM NHy4CI. PDK7gINB bupla Q@\\é\
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FIGURA 8. Teste de expressdo - E. coli BL21 pDK7gInB/pLHPETdraT . Extrato de proteinas
totais proveniente de 100mL de cultivo celular foi submetido a indugéo com IPTG por 16 h, a 16°C e
120rpm. 1- Extrato protéico de células portando plasmideo pDK7gInB (2uL); 2- Igual a 1 porém 3x
mais amostra; 3- Extrato protéico de células portando pDK7gInB e pLHPETdraT (2uL); 4- Igual a 3
porém com 3x mais amostra; Pellet- precipitado da centrifugagdo apds sonicacdo das células
duplamente transformadas ressuspendido em tampdo de sonicacdo. M - marcador de massa
molecular em kDa; SDS-PAGE corado com Coomassie blue.
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Na figura 9, foi avaliado se houve em algum momento expressdo das
proteinas DraT e GInB de maneira estequiometricamente proporcional, com mesma
intensidade de bandas em eletroforese SDS-PAGE. O que se pode notar foi uma
expressividade de GInB tao baixa que somente foi possivel identifica-la com clareza
no precipitado apds 24 horas de indugdo. A banda correspondente a His-DraT
apresentou-se com maior intensidade, na altura esperada de aproximadamente 35
KDa. Essa proteina foi mais expressa conforme maior o tempo de inducdo, da
mesma maneira 0 precipitado também foi evidente, atingindo um grau de

precipitacdo muito maior em 24 hora de inducdo do que em 5 hora de inducao.
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FIGURA 9. Teste de inducdo - E. coli BL21 pLHDK7gInB/pLHPETdraT . Duas aliquotas de
100 mL de cultivo celular foram submetidas a indugédo com IPTG para expressar as proteinas
DraT e GInB. Amostras de 10mL (centrifugadas e sonicadas em 1mL de tamp&o de
sonicacgdo) foram coletadas em 0,1,2,3,4 e 5 horas para uma das aliquotas e em 0, 16 e 24
horas para a outra. As linhas estdo numeradas de acordo as horas de indugao. SolGvel: 8uL
de extrato protéico total em cada linha. Precipitado: 3uL precipitado da centrifugagdo apos
sonicacdo ressuspendido em mesmo volume de tamp&o de sonicacdo em cada linha. M -
marcador de massa molecular em kDa. SDS-PAGE corado com Coomassie blue.

Tendo a problematica da expressdo desigual como o primeiro fator a ser
resolvido, tentou-se submeter a célula hospedeira a plasmideos que expressaram as
proteinas a partir do mesmo promotor, para que ndo haja favorecimento da
expressdo de um em detrimento de outro plasmideo. Entdo, foram inseridos nas
células E. coli BL21 os plasmideos com promotor T7, pLHPETdraT e pLMA4 (vetor
pT7-7), realizando a expressao por 16 hora sob inducdo com IPTG, a 16°C, 120 rpm

e em meio LB suplementado com 20mM NH4CI seguindo entdo a purificagdo em

coluna de niquel (figura 10).

Na figura 10, é possivel concluir que ambas as proteinas do complexo His-
DraT-GInB estdo presentes, porém com muito baixa concentragdo. Observa-se
também que ambas as proteinas foram co-eluidas como visto nas linhas 1 e 2,

porém, se tem na linha 2 maior grau de pureza e menor quantidade de ambas as
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proteinas do complexo His-DraT-GInB em relacéo a linha 1.
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FIGURA 10. Purificacdo do complexo His -DraT-GInB - E. coli BL21 pLMA4
(GInB)/pLHPETdraT . Inducdo com IPTG por 16 horas, a 16 °C e 120 rpm. E- extrato de
proteinas totais proveniente de 400mL de cultivo celular; P- (P6s-Coluna) extrato
submetido a coluna de niquel de 1 mL. M. 1- fracdo correspondente a eluicdo com
300mM de Imidazol; 2 fragdo seguinte de 1; Eluicdo com gradiente crescente de imidazol
(10, 50, 100, 300, 500). M- marcador de massa molecular em kDa (116, 66, 45, 35, 25, 18
e 14); SDS-PAGE corado com Coomassie blue.
N&o resolvendo o problema da desproporcéo da expressao das proteinas His-
DraT e GInB, foi realizada a purificacdo do complexo His-DraT-GInB pela expressao
a partir de um unico plasmideo, o pAbBTDuet (vetor pETduet-1), portando os 2
genes, de His-DraT e de GInB, visando assim, obter a expresséo das proteinas His-
DraT e GInB em uma razao 1:1, haja vista a expressao estar sob controle do mesmo
promotor (T7). No entanto, foi possivel abservar proteinas precipitadas nos tubos
com as fracdes eluidas apd6s a purificacdo, sugerindo que a precipitacdo
corresponderia a proteina His-DraT e ndo de GInB, uma vez que apenas é visivel
bandas correspondentes a GInB na figura 11. A insercdo do gene draT parece ter
sido o fator crucial para esse comportamento, pois o plasmideo pAbBTDuet possui
uma regiao codificante para cauda de histidinas diferente da cauda de pLHPETdraT.
O pAbBTDuet possui 6 nucleotideos entre a regido codificante para as 6 histidinas
N-terminais e o gene draT, ja o pLHPETdraT possui 67 nucleotideos. Essa diferenca
aparentemente gerou uma conformacéo tal na estrutura de DraT que possivelmente
ocasionou a desestabilizacdo do complexo DraT-GInB, e a precipitacdo quase que
total de His-DraT, visto que DraT aparentemente s6 é soluvel quando complexada a

proteina GInB.
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FIGURA 11. Purificacdo do complexo His -DraT-GInB - E. coli BL21 pAbBTDuet (His -DraT e
GInB) . Inducdo em meio LB 20mM NH,4CI com IPTG por 16 horas, a 16 °C e 120 rpm. E- extrato de
proteinas totais proveniente de 400 mL de cultivo celular; P- (Pés-Coluna) extrato submetido a
coluna de niquel de 1 mL. F- fragBes soluveis eluidas com gradiente crescente de imidazol (50, 100,
300, 500) da esquerda para a direita. M- marcador de massa molecular em kDa (116, 66, 45, 35, 25,
18 e 14); SDS-PAGE corado com Coomassie blue.

Numa ultima tentativa, nhovamente o plasmideo pLHDK5PII foi usado para
expressdo de GInB. Neste caso, o protocolo de cultivo celular foi modificado, as
células foram crescidas a 30°C por 5 horas de inducdo, tempo o qual foi menor do
que o usado nos experimentos anteriores. Surpreendentemente, como mostra a
figura 12, obteve-se uma expressao e purificacdo muito significativa e na forma
desejada em relacdo as adquiridas anteriormente. Essas amostras foram
submetidas a didlise e congeladas. Essas fracdes foram centrifugadas em tubos
Centricon (Millipore) apresentando uma concentracédo de 7,09 mg/mL para amostra
da linha 1 pés didlise, na figura 12, e 1,12 mg/mL para amostra da linha 2 pos-
didlise. Esta ultima,sofreu precipitacdo durante o processo de centrifugacao, ja a
primeira, amostra da linha 1 pds-didlise, apresentou precipitacdo posteriormente ao
processo.

1 2 Pos-didlise
100mM 300mM 500mM 1 D
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6 DISCUSSAO

6.1 Otimizacdo da expressdo e purificacdo da proteina recombinante His-

AmtB de Azospirillum brasilense.

As proteinas da familia Amt de muitos organismos em estudo tem sido
expressas e purificadas em células hospedeiras E. coli, cultivadas em meio rico.
Huergo et al. (2007) purificou His-AmtB em linhagem E. coli C43 cultivada em meio
LB, rico em nutrientes, suplementado com NH4Cl, para evitar a formacédo de
heterotrimeros entre monémeros de AmtB de E. coli e de A brasilense (GRUSWITZ
et al., 2010; MARINI et al., 2000). Essa forma de purificagdo gerou baixo rendimento
de proteina purificada e pouca reprodutividade de expresséo. Neste trabalho obteve-
se boa eficiéncia na purificacdo da proteina His-AmtB expressa em E. coli GT1000
cultivada em meio mais pobre em nutrientes (M9-glutamina). A escolha de tal
linhagem e meio de cultivo foi feita para evitar uma possivel titulagdo de PII pela
expressao exdgena de AmtB. Tal titulacdo talvez seja possivel, pois, sabe-se que
AmtB de E. coli interage com PIl de A. brasilense (RODRIGUES et al, 2011),
portanto, talvez AmtB de A. brasilense interaja com PII de E. coli, fazendo com que
AmtB super-expressa sequestre a Pll interferindo em outros papeis regulatorios de
Pll, assim, gerando uma toxicidade a célula, de tal forma que as proteinas que
venham a sobreviver no meio de cultivo sejam aquelas cuja expressdo de AmtB seja
deficiente (BLAUWKAMP e NINFA, 2003). A pesar disso, ha proteinas da familia Amt
de arquea expressas em E. coli que estdo sendo cultivadas em meio rico
(ANDRADE et al., 2005; YILDIZ et al., 2007), talvez pela baixa similaridade entre as
proteinas Amt e PIl de E. coli e de arquea, ndo permitindo interacdo entre tais
proteinas.

A pureza correspondente a 86% na purificagao de His-AmtB, mostrado
na figura 2, foi satisfatéria uma vez que a purificagéo foi realizada em apenas uma
etapa cromatogréfica, sem fracionamento de membrana. Muito embora, na altura de
18 e 14 KDa verifica-se bandas de pequena intensidade referentes a proteinas
contaminantes nas trés linhas, as quais podem ser relevantes em ensaios in vitro de
interagdo com outras proteinas.

A identidade da proteina purificada His-AmtB assim como sua atividade foi

confirmada pelos ensaios das figuras 3 e 4 respectivamente, nas quais se pode
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verificar que a proteina purificada € reconhecida pelo anticorpo anti-His gerando um
padrdo de migracdo eletroforético correspondente ao esperado para AmtB de A.
brasilense e que a proteina His-AmtB esta em sua conformacao nativa, pelo fato de
ela ndo perder sua atividade de interagcdo com as proteinas GInB e GInZ de A.
brasilense na presenca de ADP.

As mudancgas do protocolo anteriormente realizado em nosso laboratorio
(HUERGO et al., 2007), como a mudanca da célula hospedeira de pLHDK7HisAmtB,
de E. coli C43 para E. coli GT1000, assim como a mudanga do meio de cultivo, de
LB para M9-glutamina foram cruciais para o melhoramento do protocolo de
purificacdo de His-AmtB de A. brasilense. A retirada da etapa de eluicdo com
imidazol 100mM também foi importante para a obtencdo em maior concentracao de
His-AmtB e a remocao da trabalhosa etapa de fracionamento propiciou mais
praticidade na purificagcdo. Esse protocolo é amplamente utilizado no laboratorio,
com fiel reprodutividade.

6.2 Otimizacdo da expressdo e purificacdo do complexo protéico

recombinante His-DraT-GInB de Azospirillum brasilense

A interacdo entre DraT e GInB €& muito importante para a regulacdo da
atividade da enzima nitrogenase por meio da ADP-ribosilagcdo da subunidade NifH
desta enzima, essa atividade esta relacionada com o grau de uridillacdo de GInB
(HUERGO et al., 2006b). Para a melhor compreensdo dos processos regulatorio da
nitrogenase envolvendo DraT e GInB, é de grande relevancia a determinacdo da
estrutura cristalografica do complexo entre essas proteinas. Para isso € muito
importante a obtencdo de DraT e GInB ligadas, no entretanto, a co-expressao dessa
proteinas tem se mostrado dificil, uma vez que esse complexo é aparentemente
pouco soluvel perante as condi¢des de purificacdo utilizadas. Além disso, apesar de
termos definido protocolo de expressdo com proporcdo quantitativamente
equivalente entre DraT e GInB, tal expressdo nao fornece as proteinas
suficientemente soluveis.

A baixa solubilidade do complexo DraT-GInB vista neste trabalho
aparentemente ocorre devido a 3 fatores: o grau de saturacdo, ou seja, o limite de
solubilidade de His-DraT-GInB no tampéao solvente, a concentracdo de imidazol no

tampao de eluicdo e a temperatura de armazenamento dessas proteinas apds serem
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purificadas.

O grau de saturacédo, ou limite de solubilidade € proposto devido ter havido
precipitacdo nas fracbes de maior concentracdo de proteinas purificadas,
independentemente da coluna de afinidade ou tampé&o de eluicdo adotado, mas
evidentemente, a saturagdo nao contribui sozinha para o favorecimento da
precipitacdo protéica, outro fator que talvez esteja envolvido na precipitacdo do
complexo ap6s a purificacdo parece ser a concentracdo de imidazol utilizada para
eluicdo das proteinas da coluna de niquel. O Imidazol possivelmente esteja
modificando a estrutura conformacional da proteina His-DraT, como sugerido na
figura 5, uma vez que houve reducdo de predominantemente His-DraT se
comparado com GInB na fracdo sollivel. Ou ainda, o imidazol esteja modificando a
estrutura conformacional do complexo, visto que essa interacdo € muito estavel
quando na presenca do efetor ADP in vitro (HUERGO et al., 2009). Além disso, na
figura 12, mesmo apds ocorrer precipitacdo de proteinas sdo obtidas proporcdes
equivalentes entre His-DraT e GInB e embora His-DraT tenha precipitado
prevalentemente no experimento da figura 5, houve uma leve reducdo do conteudo
soluvel de GInB depois da centrifugacéo.

Em se tratando da concentragdo de imidazol na indugéo de precipitacao
protéica, pode-se verificar, nas figuras 5 e 12, que em concentra¢cdes mais altas
deste reagente, houve maior contetdo de proteinas precipitadas. Na figura 5, houve,
na transicdo do eluato com 300mM de imidazol para 500mM, um leve aumento de
proteina eluida em relagdo a ultima fracdo de 300mM, porém, tal aumento ndo se
apresenta em mesmo grau solluvel apos centrifugacdo e, quando a primeira fracdo
de 500mM é comparada com a penultima fracdo de 300mM, percebe-se uma
amostra de concentracfes protéica muito proximas, mas com conteudo soluvel
maior na fracdo de 300mM de imidazol do que na de 500mM. Além disso, ao
comparar a primeira fracdo eluida com 500mM de imidazol com as fragdes em
100mM, fica ainda mais evidente a diferenca na quantidade de proteina soltvel em
relacdo aos niveis de imidazol no tampéao de eluicdo. Na figura 12, em que se obteve
uma concentracao relativamente alta das proteinas His-DraT e GInB, foi claramente
sugerida a formacéo desse padrédo de precipitacdo, mostrado na aliquota 2 (eluatos
com prevaléncia de fracdes a 500mM de imidazol) uma mais precoce precipitacéo
em comparacdo com a aliquota 1 (eluatos com prevaléncia de fracdes a 100mM e
300mM de imidazol).
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Um terceiro fator diz respeito a temperatura de armazenamento das aliquotas
purificadas. Verificou-se que ao estocar a amostra a 4 °C de um dia para o outro,
antes ou depois de dialisada, ha um grau de precipitacdo maior do que se tais
amostras forem congeladas, sugerindo que a solubilidade é desfavorecida a 4°C.

Levando em conta que o imidazol possivelmente seja um fator que favoreca a
precipitacdo do complexo His-DraT-GInB, a purificagdo em coluna de heparina torna
se uma estratégia promissora, por nao utilizar o imidazol como agente de eluicéo, e
embora tenha ocorrido precipitacdo de proteinas nas purificacbes em coluna de
heparina (figuras 6 e 7), pode-se sugerir que isso tenha se sucedido pelo
armazenamento a 4 °C, tanto que, as amostras da purificacdo representada na
figura 12 foram congeladas, e com isso, houve um retardo da precipitacdo a qual
ocorreu em muito menor grau que nas demais condi¢cdes de purificacao.

Como alternativa possivel para a purificagdo do complexo His-DraT-GInB,
seria purificar as proteinas DraT e GInB separadamente e entdo uni-las em igual
proporcdo. Porém haveria a dificuldade de se acertar a propor¢cdo de maneira
precisa, pois a variante dos meéetodos de dosagem de proteinas geraria um erro,
diferentemente do que ocorre na co-purificagdo, pois aparentemente se houver GInB
suficiente, ela fica retida por His-DraT na coluna de nigquel de maneira
estequiométrica. Além disso, o rendimento da purificacdo de His-DraT em nosso
laboratorio foi extremamente baixo, devido a alta taxa de precipitacdo, sendo obtido
em maior concentracdo quando co-purificada com GInB.

Uma relevante observacdo pbde ser feita referente & influéncia da cauda de
histidina na solubilidade de DraT. Possivelmente esse fator interfira na solubilidade
de His-DraT e também na interacdo com GInB, pois como mostrado na figura 11,
uma cauda menor na regido N-terminal de His-DraT expressa em pAbBTDuet
culminou na desestabilizacdo do complexo e na precipitacdo de His-DraT, talvez
justamente pelo desligamento de His-DraT-GInB, diferentemente da His-DraT
expressa em pLHPETdraT, que codifica uma His-DraT com forte interagdo com

GInB, e talvez por isso seja mais soluvel.
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9- CONCLUSOES

A proteina recombinante His-AmtB foi purificada com rendimento acima do
obtido anteriormente em uma Unica etapa cromatografica. O protocolo obtido é
potencialmente passivel de ser implantado para a purificacdo de proteinas AmtB de

outros organismos.

O protocolo de purificacdo do complexo His-DraT-GInB foi padronizado para

obtencado de equivalente proporcao entre tais proteinas.
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