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RESUMO

A enzima nicotinamida adenina dinucleotideo sintetase (NadE) catalisa a
amidacédo do &cido nicotinico adenina dinucleotideo (NaAD) para formar NAD*. Essa
reacao € o ultimo passo da biossintese de NAD, e portanto € uma enzima chave no
metabolismo. Enzimas NadE tipicamente usam glutamina ou aménia como doadores
de nitrogénio, em uma reagao dependente de ATP. Dada a funcdo de NadE para o
metabolismo de procariotos, NadE vém atraindo interesse como alvo para
antibioticos. Em varios organismos, podem ser encontradas varias copias de genes
gue codificam para NAD sintetases. A bactéria associativa de plantas Herbaspirillum
seropedicae possui dois genes que codificam para duas enzimas NadE1l e NadE2. O
gene nadEl é ligado por contexto genbmico ao gene gInB que codifica para a
proteina transdutora de sinal GInB. Anteriormente a NadE1l foi caracterizada
cineticamente, e ela mostrou ter preferéncia por glutamina. Este trabalho mostra a
confirmacdo da preferéncia de glutamina por NadE1l por ensaio de LC/MS, assim
como a caracterizacdo da proteina NadE2 de H. seropedicae. Apds a clonagem,
expressdo e purificacdo da proteina NadE2, a analise de cromatografia de gel
filtracdo sugere que NadE2 é uma enzima homo-dimérica. A caracterizacao cinética
de NadE2 indica que seu dominio glutaminase é funcional, porém ha preferéncia por
glutamina em relacdo a amonia é sutil. Essa é a primeira investigacao cinética de

uma enzima glutamina-dependente dimérica.

Palavras chave: NAD", glutaminase, enzima.



ABSTRACT

Nicotinamide adenine dinucleotide synthetase enzyme (NadE) catalyzes the
amidation of nicotinic acid adenine dinucleotide (NaAD) to form NAD®. This reaction
is the last step of NAD biosynthesis, therefore is a key enzyme of metabolism. NadE
enzymes typically use glutamine or ammonium as nitrogen donors in an ATP-
dependent reaction. Given the NadE function to prokaryote metabolism, it has
attracted interest as a potential target for novel antibiotics. In several organisms, it is
possible to find several copies of genes that codify to NAD synthetases. The plant
associative bacterium Herbaspirillum seropedicae has two genes that encode for two
different NAD synthetases, NadE1 and NadE2. The nadE1 gene is genetically linked
to gInB, encoding the signal transduction protein GInB. Previously, NadEl was
characterized kinetically, and it shows preference for glutamine. In this work, the
preference for glutamine is confirmed by LC/MS assay, as well as the
characterization of H. seropedicae NadE2. After cloning, expression and purification
of NadE2, gel filtration chromatography analysis suggests that NadE2 is a
homodimer. Kinetic characterization of NadE2 indicates a functional glutaminase
domain, although the preference for glutamine vs ammonium as nitrogen donor was
only modest. This is the first biochemical characterization of a dimeric glutamine-
dependent NAD synthetase.

Keywords: NAD*, glutaminase, enzyme.
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INTRODUCAO

Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD* e sua forma reduzida NADH)
€ um cofator importante em reacdes redox, além de ser consumido como
substrato por enzimas como a DNA ligase e as ADP-ribosil transferases
(SORCI; RUGGIERI; RAFFAELLI, 2014). Além disso, para manter a
homeostase, NAD™ precisa ser constantemente reposto, e isso pode ocorrer
por uma via de novo ou por uma via de reciclagem (SORCI et al., 2009). O
ultimo passo na via de novo e, em alguns organismos, na via de reciclagem
€ a amidacao de &cido nicotinico adenina dinucleotideo (NaAD) para formar
NAD*. Essa reacao é catalisada pela enzima NAD sintetase ou NadE. Dado
o papel central que NadE desempenha e como ela é amplamente
distribuida entre os organismos, essa enzima é um possivel alvo para
antibioticos (Bl; WANG; XIE, 2011). Foi demonstrado que a inibicdo de
NadE em Mycobacterium tuberculosis possui efeito bactericida
(RODIONOVA et al., 2014).

Diferentes classes de NAD sintetase foram encontradas na natureza.
NAD sintetase amonia dependente NadENH2 (E.C. 6.3.1.5) esta presente em
procariotos e usam amonio como substrato, essas enzimas Ssao
homodiméricas e foram extensivamente caracterizadas (DE INGENIIS et al.,
2012; JAUCH et al., 2005b; RIZZI et al., 1996). A outra classe € a NAD
sintetase glutamina dependente NadE®" (E.C. 6.3.5.1); estdo presentes em
eucariotos e procariotos e usam L-glutamina como substrato preferencial
(DE INGENIIS et al., 2012). A NadE®" de M. tuberculosis é uma enzima
octamérica, e em sua extremidade N-terminal possui um dominio
glutaminase que hidrolisa L-glutamina a L-glutamato e NHs (LARONDE-
LEBLANC; RESTO; GERRATANA, 2009). A amonia liberada € canalizada
para o dominio sintetase na extremidade C-terminal, que catalisa a
amidacdo ATP dependente de NaAD para formar NAD* (CHUENCHOR et
al., 2012).
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Dois genes que codificam para NAD sintetase glutamina dependente
NadE®" foram encontrados no genoma da bactéria Herbaspirillum
seropedicae, chamados de nadEl e nadE2 (PEDROSA et al.,, 2011). O
gene nadE1l é ligado por contexto genémico ao gene gInB, que codifica para
a proteina de transducao de sinal GInB. A proteina GInB pertence a familia
de transdutores de sinal Py (HUERGO; CHANDRA; MERRICK, 2013). A
ligacdo por contexto genémico nadE-gInB é conservada em Proteobactéria,
e j& foi sugerido que GInB poderia estar envolvida na regulacdo de NadE
(HUERGO; CHANDRA; MERRICK, 2013).

Neste trabalho é descrita a purificacdo e a caracterizacdo cinética de H.
seropedicae NadE2. A enzima NadE2 pode usar tanto glutamina quanto
amonia como doador amino in vitro. A determinacdo do Km para esses
substratos mostra que ha uma sutil preferéncia de glutamina em relacao ao
amoénia, como ocorre em NadEl (LASKOSKI et al.,, 2016). Analise de
cromatografia de gel filtracdo indica que NadE2 € a primeira enzima
glutamina dependente homodimérica caracterizada cineticamente.

Além disso, um ensaio de competicdo de substrato por LC/MS foi
realizado e confirma que NadE1 prefere o substrato glutamina em relacdo a
amonia. Devido ao contexto genémico de nadE-gInB, experimentos de co-
precipitacdo e de atividade enzimética foram realizados para investigar a
interagdo de Py com NadE e, embora os exaustivos esforgos, néo foi
possivel determinar as condicfes de interacdo entre estas proteinas. Mais
estudos sdo necessarios para determinar se e como as NAD sintetases

glutamina-dependentes sdo reguladas em resposta aos niveis de nitrogénio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN)

O nitrogénio € um dos elemento mais importantes para existéncia da vida,
necessario para o metabolismo de aminoacidos, nucleotideos e outras
moléculas biologicamente importantes (REITZER, 2003). Na agricultura, o
nitrogénio € um elemento limitante para a produtividade (HIREL et al., 2011).
Com a intensificagdo do agronegocio e o consumo de alimentos, tornou-se
necessario o estudo de outras alternativas de fertilizagdo do solo além do
nitrogénio industrial, que possui desvantagens como alto custo e a poluicdo de
recursos hidricos (HIREL et al., 2011).

O mecanismo em que o0 nitrogénio pode ser convertido de N2 a NHs por
organismos € chamado de Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN). A FBN esta
presente  em grupos filogenéticos de Bacteria como firmibacteria,
actinomycetes, cyanobacteria e em todas as subdivisbes de proteobactéria,
assim como, em Archaea (DIXON; KAHN, 2004). Organismos fixadores de
nitrogénio, ou diazotrofos, apresentam de forma conservada um conjunto de
genes essenciais para a fixacdo de nitrogénio, que codificam principalmente
para as subunidades do complexo da nitrogenase, a enzima responsavel pela
FBN (HILL, 1988).

Além disso, outros genes do sistema de regulacdo do metabolismo de
nitrogénio (sistema Ntr) estdo envolvidos na sintese e controle da atividade da
nitrogenase (CHUBATSU et al., 2011). A nitrogenase é, portanto, peca chave
no ciclo do nitrogénio, tornando as bactérias diazotréficas da rizosfera topico de
estudos na relacao planta-bactéria (MONTEIRO et al., 2012).

2.2 A NITROGENASE

O complexo da nitrogenase € composto por duas metaloproteinas, a
dinitrogenase ou proteina ferro-molibdénio (MoFe) e a dinitrogenase redutase
ou proteina ferro (Fe) (LEIGH; DODSWORTH, 2007). A dinitrogenase é uma
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proteina tetramérica (a2B2) codificada pelos genes nifD e nifK, enquanto a
dinitrogenase redutase € uma proteina dimérica (y2) codificada pelo gene nifH.
Ambas sdo altamente sensiveis ao oxigénio devido aos seus grupamentos
metélicos (CHUBATSU et al.,, 2011). Essa sensibilidade da nitrogenase ao
oxigénio e a alta demanda energética para o processo de FBN em diazotrofos
tornam importante a regulacao por um sistema de resposta ao estado redox e
ao status nutricional da célula, ou seja, a fixacdo de nitrogénio ocorre somente
guando os niveis de oxigénio e nitrogénio sédo baixos. Outras fontes, como o
amonio livre, acabam por inibir e/ou reprimir as vias de fixacdo (HUERGO et
al., 2006). Em H. seropedicae a nitrogenase é regulada por um complexo
sistema responsavel pela regulacdo do metabolismo do nitrogénio, o sistema
Ntr, composto pelas enzima removedora de uridilli (GInD, gene gInD), a
permease de amonio AmtB (gene amtB), glutamina sintetase (GS, gene ginA),
enzima removedora de adenilil (GInE, gene gInE), e o sistema de dois
componentes NtrB-NtrC (genes ntrB e ntrC, respectivamente), além de
proteinas transdutoras de sinal da familia Pll, GInB e GInK (genes gInB e gInK,
respectivamente) (BONATTO, 2007; HUERGO et al.,, 2010; RONCATO-
MACCARI et al., 2003).

2.3 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria gram-negativa pertencente a
classe das B-proteobactérias, capaz de fixar nitrogénio atmosférico (BALDANI
et al.,, 1986; JAMES et al., 1997; OLIVARES et al., 1996) e produzir
fitohormonios que induzem o crescimento de plantas (BASTIAN et al., 1998;
MEZA; DE-BASHAN; BASHAN, 2015). Pode ser encontrada em associacdo
com uma grande variedade de plantas de importancia econdmica como arroz,
cana-de-acucar, trigo, sorgo e milho (ARAUJO et al., 2013; OLIVARES et al.,
1996).

H. seropedicae se associa de forma endofitica com a planta, entrando por
fissuras provocadas pela emergéncia de raizes laterais (JAMES et al., 2002;
RONCATO-MACCARI et al., 2003). Devido a essa forma de colonizacdo, H.
seropedicae reduz a competicdo interespecifica em relacdo a rizosfera e

aumenta a troca de exsudados entre a planta e a bactéria (MONTEIRO et al.,
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2012). Estudos mostram que o efeito da inoculacdo de H. seropedicae em
cultivares de gramineas € aumentar o numero de raizes laterais em trigo, arroz
e milho (AMARAL et al., 2014; JAMES et al., 2002; NEIVERTH et al., 2014).

Além disso, dados de inoculagdo em campo sugerem que H. seropedicae
pode aumentar significativamente a produtividade em culturas de arroz e milho
(ARAUJO et al., 2013, 2014; CANELLAS et al., 2013).

2.4 PROTEINAS Py

Proteinas Pu s&@o proteinas relativamente pequenas, homotriméricas e
conservadas entre as bactérias. Regulam atividades de enzimas metabdlicas e
permeases através do controle da atividade de componentes da transducéo de
sinal e enzimas chave do metabolismo (HUERGO; CHANDRA; MERRICK,
2013). Os membros da familia Pi estdo presentes em bactéria, Archaea e
eucariotos fototroficos, onde possuem um papel central no controle dos
processos assimilatorios e assim, exibem uma enorme plasticidade de funcdes.
A maioria das Proteobactérias, incluindo E. coli e H. seropedicae, possui duas
proteinas pardlogas de Pu: chamadas de GInB e GInK (FORCHHAMMER,
2008).

A estrutura geral de GInB € um trimero com uma cavidade central e a
maioria das interacbes entre as subunidades ocorrem em residuos
conservados. A juncdo dos mondmeros forma trés fendas laterais na interface
de cada mondémero, que apresentam um importante papel funcional. A
estrutura monomérica apresenta duplo motivo Bap e trés voltas chamadas volta
B, volta C e volta T (RADCHENKO; MERRICK, 2011). As voltas de Py possuem
estrutura consideravelmente flexivel e constituem a superficie de interacéo
para modificagdo covalente, ligacdo de efetores e interagdo com alvos
proteicos.

Em H. seropedicae o gene amtB € co-transcrito com o0 gene glnK, que
codifica para uma proteina estruturalmente similar a GInK de E. coli
(NOINDORF et al., 2011) e a montante de gInK se encontra o gene nlmA que
codifica para uma proteina associada a membrana com dominio Gcw-chp,
encontrado em um grupo de proteinas bacterianas cuja funcdo ainda nao é

conhecida (HUERGO et al., 2010). O gene glnB € monocistrénico e expresso
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constitutivamente. As duas proteinas Pu de H. seropedicae GInB e GInK
compartilham 78% de similaridade (NOINDORF et al., 2006) porém mutantes
gInB e gInK de H. seropedicae mostraram que GInK € a principal responsavel
pela regulacdo pos-traducional amoénio-dependente da enzima nitrogenase e
pelo controle da atividade de NifA (NOINDORF et al., 2011).

As proteinas da familia Pi sensoriam o estado de energia e nitrogénio
em dois niveis. O primeiro nivel é quase universal e envolve a percepcao do
estado energético através da ligagdo de moléculas efetoras como o 2-
oxoglutarato (2-OG) e ATP/ADP nas fendas laterais. Quando os niveis de 2-
oxoglutarato na célula sdo altos, Pll esta ligada a MgATP e 2-oxoglutarato
(TRUAN et al., 2010). Assim que o0s niveis de 2-oxoglutarato diminuem, a
afinidade por ATP é menor e a afinidade por ADP aumenta, PIl entdo muda
para a forma com ADP (RADCHENKO; MERRICK, 2011). Mais recentemente
mostrou-se que PII possui atividade de ATPase regulada por 2-oxoglutarato e
gue a hidrélise de ATP a ADP é responsavel por mudancas conformacionais
em E. coli, Azospirillum brasilense e em Arabdopsis thaliana, e pode estar
presente em varios outros organismos (RADCHENKO; THORNTON;
MERRICK, 2013). Esse modelo ainda € alvo de discussdo, pois em
Synechococcus elongatus, experimentos realizados com transferéncia de
energia por ressonancia Forster (FRET) mostraram que usando somente a
razdo ATP/ADP e niveis de ADP é possivel direcionar a interacdo de Py com
alvos que se ligam especificamente a Pi no estado ATP ou ADP
(FORCHHAMMER; LUDDECKE, 2016). Além disso, P de plantas podem ligar
diretamente glutamina por uma extensdo N-terminal (chamada de volta-Q),
promovendo a interacdo de PIl com NAGK (N-acetyl-L-glutamato kinase)
(CHELLAMUTHU et al., 2014). O segundo nivel € menos conservado e envolve
a modificacdo poés-traducional de Pi. Em Proteobactéria e Actinobactéria a
volta-T de Py contém sitios para modificagdo pos-traducional por GInD, a qual
realiza a uridililagéo reversivel de P, de forma glutamina dependente. Os niveis
de glutamina sé&o sensoriados pela enzima GInD que uridilila Py quando a
célula possui pouca fonte de nitrogénio (HUERGO; CHANDRA; MERRICK,
2013). Enquanto que em Cyanobacteria a modificacdo pds-traducional na volta-
T é por fosforilacéo, e em algumas podem ser adenililadas (FORCHHAMMER,
2008).



21

Quando sob condi¢des limitantes de nitrogénio, a enzima GInD uridilila
as proteinas Pi, GInB e GInK permitindo que NtrB fosforile NtrC (NINFA;
JIANG, 2005). NtrC fosforilada pode induzir NifA que € um ativador
transcricional de genes relacionados a assimilacdo de nitrogénio. Por outro
lado, quando ha disponibilidade de aménio no meio, ele penetra na célula e é
logo incorporado ao glutamato pela GS, aumentando a concentracdo de
glutamina dentro da célula (JAVELLE et al., 2004). A glutamina inibe a
uridililacdo de Pu por GInD (HUERGO; CHANDRA; MERRICK, 2013). GInB e
GInK interagem com NtrB e estimulam a desfosforilacdo de NtrC e
consequente inibicdo dos promotores dependentes de NtrC (PIOSZAK; JIANG;
NINFA, 2000). Esse mecanismo de uridililacdo e desuridililagdo é conservado
em H. seropedicae (BONATTO, 2007).

Pi pode interagir direta ou indiretamente com varios outros alvos
enzimaticos formando uma complexa cadeia regulatéria. Acredita-se que a
interagdo mais primitiva de Py seja a interacgdo fisica entre Py e a proteina de
membrana AmtB (JAVELLE; MERRICK, 2005). AmtB € uma proteina trimérica,
integral de membrana, que forma um tunel em que ocorre o transporte de
amonio quando este é limitante no ambiente extracelular. Quando Py ndo esta
uridililada, ou seja, o nivel intracelular de 2-OG é baixo, Pi pode formar um
complexo com o AmtB na membrana, com envolvimento das voltas-T,
bloqueando o canal de amoénio (HUERGO; CHANDRA; MERRICK, 2013).

De forma conservada, o gene amtB é co-transcrito com P, (SANT’ANNA
et al., 2009). Estudos iniciais sugeriram que AmtB pudesse ser um alvo de Py,
visto que, com algumas excecdes, 0 gene amtB é encontrado no mesmo
operon que o gene gink (ARCONDEGUY; JACK; MERRICK, 2001). Ligac&o
por contexto genémico conservada pode indicar funcbes relacionadas e ser
usada na procura de novos alvos para P, como no exemplo de GInK e AmtB.
Outro caso € a ligacao frequente e conservada entre os genes de gIinB e nadE
em Proteobacteria (ARCONDEGUY; JACK; MERRICK, 2001; SANT’ANNA et
al., 2009).
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2.5 A ENZIMA NAD SINTETASE

A enzima NAD sintetase (NadE - EC 6.3.1.5) é responsavel pelo ultimo
passo da biossintese de NAD*, em que o grupamento amida é transferido da
glutamina para o acido nicotinico adenina dinucleotideo (NaAD). NAD* é um
cofator essencial em mdltiplas reacdes entre elas: respiracao celular, o balanco
redox e a biossintese de moléculas estruturais. A deplecdo de NAD* é deletéria
para o metabolismo celular, devido ao seu papel de substrato em véarias vias
metabdlicas, além de regular de forma ubiqua véarias enzimas importantes
através da relacdo de NAD*/NADH. Assim, o estudo de NadE pode contribuir
com estudos de enzimas que consomem NAD, relacionando a homeostase de
NAD* e sua sintese com outros processos metabdlicos. Por exemplo, a
resposta ao estresse em bactéria e o metabolismo do DNA/RNA possuem
algumas enzimas consumidoras de NAD como a DNA ligase, mono(ADP-
ribosil) transferase e RNA 2’-phosphotransferase (SORCI; RUGGIERI;
RAFFAELLI, 2014).

O estudo de NAD sintetases pode trazer avancos biotecnolégicos tais
como o trabalho de otimizacdo da producdo de energia elétrica através da
energia quimica em bactérias, conseguida por meio da superexpressdo de
NadE (YONG et al., 2014). Nesse trabalho foi explorado o potencial das células
de combustivel microbiano (Microbial fuel cells) que sdo promissoras no
aproveitamento de bioenergia de varios residuos organicos. Porém a
guantidade de energia produzida por essas células é pequena, 0 que torna sua
aplicacdo ainda néo realizavel. YONG e colaboradores (2014)
superexpressaram a NadE de Pseudomonas aeruginosa com o objetivo de
aumentar os cofatores NAD(*/H), a estirpe modificada pode produzir trés vezes
mais energia que a selvagem. Outras modificacbes podem aumentar ainda
mais a eficiéncia das ceélulas de combustivel microbiano e possibilitar o uso
dessa tecnologia.

O gene nadE de procariotos codifica para a proteina NAD sintetase,
essa proteina possui um dominio sintetase pertencente a familia das ATP
pirofosfatases (TESMET et al., 1996). As enzimas ATP pirofosfatases catalisam
a transformacé&o ATP-dependente do seu substrato liberando pirofosfato (PPi).
No caso das NAD sintetases o substrato € o NaAD e o produto é o NAD*. No
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primeiro passo da sintese de NAD*, o grupo piridina carboxilato do NaAD é
ativado por adenilacdo proveniente da hidrolise da molécula de ATP a AMP e
PPi. No segundo passo ocorre a amidacdo do intermediario NaAD adenililado
via reposicionamento nucleofilico da por¢éo adenilato por aménio, produzindo o
NAD* (DE INGENIIS et al., 2012) (FIGURA 1).

o 0 o
AMP-o0R AmP-oP AMP-0°P
b Q)L 7“? b OA A b Q)L
NaAD (NH3 NAD
Acido nicotinico adenina Nicotinamida adenina
dinucleotideo SlNTETASE f@ dinucleotideo
/
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NH; NH;

H,0
GLUTAMINASE

FIGURA 1: ESQUEMA DA REACAO EM DOIS PASSOS CATALISADA PELA ENZIMA NAD

SINTETASE.

No dominio sintetase ocorre a hidrolise do ATP liberando AMP e PPi, o grupo piridina
carboxilato do NaAD € adenililado. 2. Ocorre a amidacdo do intermediario NaAD adenililado via
reposicionamento nucleofilico da porcéo adenilato por aménio, essa amoénio pode ser livre ou
vinda da desamidacdo de glutamina a glutamato no dominio glutaminase. O produto NAD*
pode agora seguir para outras vias na forma de cofator ou regulador.

Fonte: Adaptado de De Ingeniis et al., 2012.

Em procariotos as NAD sintetases podem ser divididas em dois grupos
de acordo com os dominios presentes (RESTO; YAFFE; GERRATANA, 2009):
enzimas com unico dominio aménia dependente e enzimas com dois dominios,
um sintetase e outro glutaminase. As enzimas com um dominio sdo chamadas
de amolnia-dependentes, como as NadE presentes em Salmonella enterica
serovar Typhimurium (DE INGENIIS et al., 2012), Bacillus anthracis
(MCDONALD et al., 2007), Helicobacter pylori (KANG et al., 2003), E. coli
(JAUCH et al., 2005a) e Bacillus subtilis (SYMERSKY et al., 2002). A atividade
catalisada por esse grupo de proteinas é somente de sintetase, incorporando
amonio livre para a reagdo. Esta bem estabelecido que as NAD sintetases
amonia-dependentes de bactérias sdo homodiméricas (JAUCH et al., 2005) e
sédo bastante conservadas em procariotos (PARK; YEO; LEE, 2014). Possuem
mais da metade dos residuos pertencentes a conformacao a-hélice e as B-folha
sdo frequentemente separadas por uma regido a-hélice, além de voltas C-

terminais. As B-folhas se dispde paralelamente, formando o motivo Rossman
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(frequentemente associado a enzimas que utilizam nucleotideos como os
cofatores FAD, NAD* e NADP). Duas regifes a-hélices mediam contatos entre
as subunidades do dimero. A interface do dimero é predominantemente apolar
(JAUCH et al., 2005b) (FIGURA 2).

FIGURA 2: ESTRUTURA DE NAD SINTETASE AMONIA DEPENDENTE DE Deinococcus
radioduras.

Estrutura geral da proteina NAD sintetase homodimérica de D. radiodurans. Cada uma das
subunidades esta colorida em verde ou laranja.

Fonte: Retirado de Park, Yeo e Lee, 2014.

As NAD sintetases com dois dominios contém o primeiro dominio
localizado na porgcdo C-terminal do peptideo e catalisa a hidrolise do ATP
(PACE; BRENNER, 2001). Enquanto que no segundo dominio, localizado na
porcao N-terminal, ocorre a desamidacao de glutamina, mostrando funcéo de
glutamina amidotransferase (DE INGENIIS et al., 2012; LARONDE-LEBLANC;
RESTO; GERRATANA, 2009).

As NAD sintetases glutamina-dependentes possuem o dominio
glutaminase pertencente a superfamilia das nitrilases (PACE; BRENNER,
2001). Exemplos de NAD sintetase glutamina-dependentes encontram-se nos
organismos Mycobacterium tuberculosis (BELLINZONI et al., 2005), H.
seropedicae (LASKOSKI et al., 2016), Thermus thermophilus (DE INGENIIS et
al.,, 2012), Thermotoga maritima (RESTO; YAFFE; GERRATANA, 2009).
Evolutivamente, NAD sintetase com dois dominios, sendo um dominio
glutaminase, parece ter surgido em um ancestral comum entre Eubacteria e
Eukaryota, passando por transferéncia horizontal recentemente para Archaea
(DE INGENIIS et al., 2012).
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Um aspecto interessante do mecanismo das enzimas NAD sintetases
glutamina-dependentes é a formacdo in situ de amobnia através da
desamidacdo de glutamina a glutamato por um dominio glutaminase
(LARONDE-LEBLANC; RESTO; GERRATANA, 2009). No caso especial de T.
thermophilus a funcdo de glutaminase est4 por conta de uma subunidade
especifica que é codificada em um polipeptideo independente que pode ser co-
purificado com a subunidade sintetase (DE INGENIIS et al., 2012). A molécula
de amoénia é canalizada diretamente do dominio glutaminase para o sitio onde
ocorrera a amidacdo no dominio sintetase (CHUENCHOR et al., 2012).

A capacidade das NAD sintetases glutamina-dependentes de utilizar
glutamina e também ambnia como substrato in vitro gera grande discussao se
a presenca dos dois dominios permite a enzima utilizar tanto glutamina quanto
amonia in vivo. Sabe-se que 0 substrato amoénio pode ser assimilado por
procariotos através da atividade de glutamato desidrogenase (GDH) ou do
sistema GS/GO-GAT (glutamina sintetase/glutamato sintase, ou glutamina 2-
OG amidotransferase). Em enterobactérias, essas duas vias podem ser
ativadas de acordo com a disponibilidade de amoénio, GDH em crescimento
com alto ambénio e GS em crescimento com baixo aménio (VAN HEESWIJK;
WESTERHOFF; BOOGERD, 2013). Como a atividade da NAD sintetase é
essencial para o metabolismo, ha evidéncias que sugerem (mas n&o provam)
gue as NAD sintetases competem pelo amonio com outra enzima relevante no
metabolismo geral, a GS (DE INGENIIS et al., 2012).

No trabalho de Broach, Neumann e Kustu (1979) foi utilizada uma
estirpe mutante de Salmonella enterica Typhimurium, que possuia crescimento
diminuido em condi¢Bes de baixo nitrogénio mesmo com as enzimas GS,
glutamato sintase e glutamato desidrogenase em niveis normais. Mais tarde,
De Ingeniis e colaboradores (2012) caracterizaram a mutacéo e revelaram que
a NAD sintetase de S. enterica Typhimurium possuia uma mutacdo que
diminuia a atividade em 80 vezes e ndo havia diminuicdo na transcricdo. Os
autores sugeriram que a menor atividade de NAD sintetase mutante (com um
Km aparente de 6,7 mM para amoénio) ndo poderia competir com a GS (com Kwm
aparente de 0,25 mM para aménio); diferentemente da enzima nativa que

possui um Kmv aparente da NAD de 0,09 mM para o amonio.
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As NAD sintetases ndo se diferenciam somente na utilizacdo ou ndo de
glutamina como substrato. Por conta da adicdo de um dominio glutaminase na
sua sequéncia, NadE glutamina-dependentes possuem estrutura diferenciada.
A Unica NAD sintetase glutamina-dependente de procarioto com sua estrutura
3D determinada juntamente com dados cinéticos € do microrganismo M.
tuberculosis (CHUENCHOR et al., 2012; LARONDE-LEBLANC; RESTO;
GERRATANA, 2009). Esta enzima possui uma estrutura semelhante as NAD
sintetases glutamina-dependentes de eucariotos. A NAD sintetase de M.
tuberculosis apresenta uma organizacdo homo-octamérica formada por dois
tetrameros dispostos paralelamente, os dominios glutaminase ficam voltados
para o lado interno da estrutura e os sintetase, para a borda externa. No centro
da estrutura h4 dois anéis formados pelo empilhamento de oito dominios
glutaminase e os dominios sintetase adjacentes se unem e estao dispostos nas
extremidades como a estrutura de um quadrado (FIGURA 3A e 3B). Os
dominios sintetase unidos sdao muito semelhantes as NAD sintetases aménia-
dependentes com excegdo de duas hélices adicionais, a18 e a20, que
possuem papel na oligomerizacdo, formando contatos por toda estrutura.

FIGURA 3: REPRESENTACAO DA ESTRUTURA DE NAD SINTETASE DE M. tuberculosis.

A. Estrutura quaternaria de NAD sintetase. Dois anéis formados pelos dominios glutaminase
sdo mostrados na figura, o anel de cima é representado em fita enquanto o anel a baixo é
representado por superficie. B. Representacdo esquematica de NAD sintetase, dominios
glutaminase (G1 a G8) estdo alinhados na cavidade central, enquanto que os dominios
sintetase (S1 a S8) formam dimeros na borda externa da estrutura. Em A e B uma rotacéo 90°
sobre o eixo x € mostrada abaixo. C. Representagéo da estrutura de NadE com todos os oito
tuneis inter-subunidade. O tetrdmero é mostrado em superficie transparente ao fundo. Os
tineis foram identificados pelo programa CAVER e ndo sdo continuos em todas as
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subunidades (indicado por *). As flechas negras indicam a dire¢cdo que a glutamina chega ao
dominio glutaminase e a amodnia deixa o sitio e se dirige para o dominio sintetase, onde o
NAD+ é formado. Uma rotagdo dessa estrutura a 90° é mostrada abaixo. Os tuneis tém forma
de U, e é interessante notar que nao ligam o dominio glutamina G1 ao sintetase do mesmo
peptideo (ao S1), o tlnel percorre um caminho mais proximo (aproximadamente 20 A) até o
dominio glutaminase da subunidade mais abaixo, por exemplo, o0 caminho da aménia liberada
em G5 vai até o0 S1, ou G6 até o0 S2. Todo o percurso possui aproximadamente 73 A, sendo 40
A da Cys do dominio glutaminase até o grupamento carboxil do NaAD*.

DON: 6-diazo-5-oxo-L-norleucina. Um andlogo de Glutamina usado para estudo da estrutura do
sitio ativo da NAD sintetase.

Fonte: LaRonde-LeBlanc, Resto e Gerratana, 2009.

O dominio glutaminase de NadE de M. tuberculosis possui elementos da
superfamilia das nitrilases (PACE; BRENNER, 2001) com uma folha-f3 cercada
de a-hélices. Na estrutura da NadE de M. tuberculosis, € possivel visualizar um
tunel que permite a glutamina acessar o dominio glutaminase, o que sugere
uma limitagdo no acesso deste sitio (FIGURA 3C).

Além do tunel de glutamina h& outro tdnel interno que possui diametro
de 2 A e um tergo dele esta presente no dominio glutaminase, os outros dois
tercos se estendem no dominio sintetase adjacente, formando o tunel de
amonia. O tunel tem uma pequena al¢a nos residuos 127-131 em forma de U,
chamada de alca YRE que esta presente também em eucariotos. O programa
CAVER usado nao identificou tanel ligando o dominio sintetase ao dominio
glutaminase no mesmo peptideo, pela estrutura desse trabalho. Estes dados
foram corroborados por ensaios de mutacéo sitio dirigida (CHUENCHOR et al.,
2012). A estrutura do tunel que se origina no dominio sintetase (por exemplo
S1) se estende até o dominio glutaminase de outra subunidade da proteina
(por exemplo G5) (FIGURA 3C). Essa configuracéo €é diferenciada em relacéo
a estrutura de outras nitrilases que possuem o dominio sintetase no mesmo
peptideo, como as asparagina sintetases (LARONDE-LEBLANC; RESTO;
GERRATANA, 2009).

Perto do sitio ativo do dominio glutaminase o tunel de ambnia inter-
subunidade possui uma constricdo formada pelo aminoacido Phel30 e outros
dois aminoéacidos hidrofébicos. Essa regido do tinel tem um diametro de 0,8 A.
Entre o tanel de glutamina e o de amobnia (interface S1-G5) os aminoacidos
Glul29, Lys644 e Asp656 (conservados entre procariotos) interagem mediando
a transicdo entre um segmento do tunel e o outro. O aminoacido Argl28 esta

localizado na interface no tunel de glutamina e os aminoacidos Glul29 e
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Tyrl31 no tanel de ambnia. Mutacdes nessas regides e na alca YRE mostram
gue esses aminoacidos sao importantes para a eficiéncia na utilizacdo de
glutamina e comprometem a transferéncia de aménia entre os sitios (ha
desperdicio de glutamina no dominio glutaminase devido a ndo sincronizagao
desse sitio com o sitio sintetase, consequentemente ocorre perda de amonia
gerado pela hidrélise da glutamina para a solucdo). No final do tunel de
amonia, no sitio ativo da sintetase, um residuo conservado de Asp497, perto de
NaAD", é importante para a formacdo de um intermediario aminado antes da
amidacdo de NaAD* (CHUENCHOR et al., 2012).

O dominio sintetase, presente em todas as NAD sintetases, pertence a
familia das ATP pirofosfatases. Nesse dominio a moléculas de amoénia vindas
do sitio ativo da glutaminase passam por residuos que formam ligacdes de
hidrogénio em Asn641, que esta localizado em uma alga com outros dois
aminoéacidos que contribuem para a segunda constricdo no tunel. Sabe-se que
essa constricdo é dinamica e ocorre na presenca de amobnia no tunel
(CHUENCHOR et al., 2012).

2.6 VIAS DE BIOSSINTESE DE NAD*

As vias de producdo do NAD* podem convergir para um ramo unico,
composto por dois passos, dentre os quais, NadE catalisa o Ultimo passo,
convertendo NaAD em NAD* através de um processo de amidacdo ATP
dependente (FIGURA 4). Em alguns organismos, esse Ultimo passo pode
apresentar uma rota alternativa de reciclagem, catalisada pela nicotinamida
mononucleotideo adenililtransferase (NadR) (RODIONOVA et al.,, 2014;
STANCEK; SCHNELL; RYDEN-AULIN, 2005). Essa caracteristica das vias de
biossintese de NAD* tornam a NadE uma enzima chave do metabolismo
(SORCI et al., 2013). A via de producdo de NAD* é promissora na busca de
novos alvos para antibidticos (RODIONOVA et al., 2014). Foi demonstrado que
inibidores de NAD sintetases podem ser deletérios tanto para formas
replicadoras quanto nao replicadoras (de resisténcia) de bactérias patogénicas
(RAO et al., 2008).
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FIGURA 4: ESQUEMA GERAL DA BIOSSINTESE DE NAD+ EM PROCARIOTOS.

Os principais metabolitos foram abreviados como: Asp, aspartato; Na, acido nicotinico; Nm,
nicotinamida; NmR, ribosideo de nicotinamida; NaMN, acido nicotinico mononucleotideo; NMN,
nicotinamida mononucleotideo; NaAD, acido nicotinico adenina dinucleotideo. Enzimas: NadB,
L-aspartato oxigenase; NadA, quinolato sintase; NadC, acido quinolitico fosforibosiltransferase;
NadD, acido nicotinico mononucleotideo adenililtransferase; PncA, nicotinamida deaminase;
PncB, &cido nicotinico fosforibosiltransferase; LigA, DNA ligase; NadR, dupla funcdo N-
ribosilnicotinamida cinase e NMN adenililtransferase.

Fonte: Rodionova et al. (2014)

A inibicdo de NAD sintetase pode levar a varias consequéncias para o
metabolismo, pois o estudo desses mutantes é comprometido caso a inibicao
seja extrema e passa a ser letal. Para investigar os efeitos de inibicdo de NadE
em M. tuberculosis, Rodionova e colaboradores (2014) utilizaram um sistema
de degradacdo de NadE modificado para incluir um sitio de clivagem pela
protease HIV-2. A protease somente € induzida quando ha adicdo de
anidrotetraciclina. A inibicio de NadE afetou a atividade de via de biossintese
de aminoacidos, acidos graxos e o ciclo do &cido citrico (RODIONOVA et al.,
2014). Na biossintese dos aminoécidos, fenilalanina e tirosina foram as mais
afetadas, ja que estas vias requerem a presenca de NAD* que € empregado
como cofator enzimatico. Na biossintese de acidos graxos, a deplecao do
cofator NAD* causou a diminuicdo em 30% da atividade da biossintese de
C16:0 e 70% na sintese de C24:0. O efeito € maior para os acidos graxos de
cadeia mais longa, devido a dependéncia de NAD* para a reacdo. O efeito
mais significativo foi no ciclo do acido citrico, com a diminuicdo nos substratos

fumarato e malato enquanto que n&o houve efeito para os substratos a-
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cetoglutarato e succinato, demonstrando o efeito da deplecdo de NAD* em
enzimas da via como a a-cetoglutarato desidrogenase (RODIONOVA et al.,
2014).

Com efeitos contrarios, a superexpressao de NadE pode causar um
Obvio aumento de NAD* e dos niveis de NAD*/NADH. Os experimentos
realizados em E. coli com superexpressdo da NAD sintetase amonia-
dependente relatam aumento na taxa de crescimento, de consumo de glucose
e na producao de succinato (LIANG et al., 2013; WANG et al., 2013). Nestes
trabalhos, os autores mostram que a superexpressao das enzimas NadD (acido
nicotinico mononucleotideo adenililtransferase) e NadE pode ser
metabolicamente equilibrada pelo aumento no consumo de NAD* por enzimas
como a NAD cinase e a NAD pirofosfatase. Essa resposta celular a maiores
niveis de NAD* pode ser entendida como uma forma de prevenir os danos pelo
excesso de NAD*, como por exemplo a inibicdo da DNA ligase que € conhecida
por ter atividade de converter NAD* a NMN (nicotinamida mononucleotideo)
(SORCI; RUGGIERI; RAFFAELLI, 2014; WANG et al., 2013).

2.7 NAD sintetase e seu contexto gendmico

Em Proteobacteria o gene glnB € co-transcrito ao gene gInA que codifica
a enzima GS ou ao gene nadE que codifica a enzima NAD sintetase
dependente de glutamina (FIGURA 5). Em Archaea, Pll estdo associadas aos
genes amtB. Interessantemente na espécie de Archaea Crenarchaeota como
Pyrobaculum islandicum e Thermoproteus neutrophilus os genes para PIl estdo
flanqueados por nadE e amtB. Como Crenarchaeta e Proteobacteria séo
grupos distantes, é descartada a transferéncia genética horizontal, dados
mostram que a associagcdo genética de Pll-nadE pode ser um produto de uma
evolucdo convergente entre Proteobacteria e Archaea (SANT'ANNA et al.,
20009).
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FIGURA 5: CONTEXTO GENOMICO DE NadE EM PROTEOBACTERIAS.

Contexto gendmico de vérias nadE entre as proteobactérias obtido pelo programa STRING
2016 mostrando a ligacé@o por contexto gendmico conservada de nadE (flecha vermelha) e ginB
(flecha rosa).

Nos grupos em que Pll-nadE se encontram no mesmo contexto
gendmico, NAD sintetase é glutamina-dependente (SANT'ANNA et al., 2009),
portanto a atividade dessas enzimas pode ser regulada pela interagao com PII
em resposta a disponibilidade de glutamina intracelular (HUERGO; CHANDRA;
MERRICK, 2013).

No genoma de H. seropedicae, 0 gene que codifica para GInB encontra-
se a 176 pares de base do gene que codifica para a proteina NadE1l
(PEDROSA et al., 2011). Em uma busca de conservacéo filogenética utilizando
o programa STRING, H. seropedicae apresenta uma pontuacdo de 0,8 para a

interacdo entre GInB e NadE1 em uma faixa de pontuacdo com méaximo de 1,0.
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Para essa pontuacdo contribuiram os relatos na literatura da conservacdo do
contexto genémico de nadEl (FIGURA 6).

ginB

__Hsero_4577
£
| \ guaA
—_Hsero_1629
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&

4

FIGURA 6: VISAO GERAL DAS EVIDENCIAS DE INTERACAO ENTRE NADE1 E OUTRAS
PROTEINAS DE H. seropedicae.

Busca no programa STRING com o gene nadE1l representando em um grafico de linhas a
possivel interacdo de NadE com outras proteinas do genoma de H. seropedicae. O resultado
para a proteina anotada como nadE glutamina dependente, chamada nesse trabalho de
NadE1. A proteina Hsero_1894 (NadE1) esta no centro das evidéncias de interacdo, as linhas
coloridas representam diferentes evidéncias de interacdo: a linha verde entre NadE1l e GInB
representa a evidéncia de interacdo através do contexto gendmico; e a linha verde claro
representa as sugestdes de interacdo na literatura. Outras linhas, entre NadEl e outras
proteinas também estdo mostradas, representam possivel co-expressdo, linhas negras; e
banco de dados de interacdo esta representado em azul claro.

Além disso, evidéncias experimentais no trabalho de (GERHARDT,
2015) reforcam a hip6tese de que as enzimas NadE glutamina-dependente sdo
alvos potenciais das proteinas Pll. No trabalho esta apresentado um ensaio de
identificacdo de interacdo proteina-proteina em larga escala feita com a Py de
A. brasilense GInZ como isca em afinidade com proteinas do extrato proteico
de A. brasilense. Nesse ensaio foi observado que dentre as trés NAD
sintetases codificadas pelo genoma de A. brasilense, duas foram capazes de
interagir com a proteina GInZ e, curiosamente sao anotadas como glutamina-
dependentes. Uma terceira forma de NadE, anotada como amoénia dependente,

nao apareceu como positivo neste ensaio de interagao.
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Uma busca no banco de dados KEGG (http://www.genome.jp/keqq/)

(FIGURA 7) sobre o metabolismo de biossintese de NAD®*, revelou que H.
seropedicae é capaz de codificar enzimas para as vias de producédo de NAD*
que utilizam aspartato como precursor. Curiosamente H. seropedicae
apresenta dois genes nadD (Hsero_ 3560, Hsero4570) e nadB (Hsero 4681,
Hsero2220). O gene nadB codifica para a proteina L-aspartato oxigenase
(NadB) e nadD para a proteina acido nicotinico mononucleotideo
adenililtransferase. Em H. seropedicae h& duas copias para NAD sintetases:
nadEl e nadE2. Ambos sdo homdlogos de sintetases dependentes de
glutamina com a presenca de um dominio funcional envolvido na hidrélise de
glutamina (ou dominio glutaminase) (LASKOSKI et al., 2016). No entanto, nédo
se sabe se as duas copias sdo ativas fisiologicamente em H. seropedicae, e
ndo é conhecida a relevancia funcional da presenca de coépias adicionais de
genes para esta enzima. Uma busca no banco de dados revelou que varios
organismos possuem mais de uma cépia de NAD sintetase, como por exemplo
A. brasilense que possui trés. Nao existem estudos que exploraram a
importancia de copias adicionais de NAD sintetase em nenhum outro
organismo, assim como ndo ha estudos investigando a NAD sintetase como

um alvo de PII.


http://www.genome.jp/kegg/
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I NICOTINATE AND NICOTINAMIDE METABOLISM
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FIGURA 7: MAPA METABOLICO DO METABOLISMO DA NICOTINAMIDA PARA O
ORGANISMO H. seropedicae.

As caixas verdes representam as enzimas que foram anotadas e encontradas no genoma de
H. seropedicae. A caixa verde 6.3.5.1 esta representando nadE (Hsero_1894, Hsero_4576), as
caixas verdes 2.7.7.18 e 2.7.7.1 nadD (Hsero_ 3560, Hsero4570) e as caixas 1.4.3.16 e
1.4.1.21 NadB (Hsero_4681, Hsero02220).



35

3 JUSTIFICATIVA

Herbaspirillum seropedicae apresenta dois genes que codificam para NAD
sintetase (nadE1l e nadE2). Em trabalho anterior a enzima NadE1 foi clonada e
caracterizada cineticamente. Porém a enzima NadE2 ndo apresentou atividade
in vitro. Posteriormente uma analise de sequéncia do clone utilizado mostrou
gue este possuia mutagdes que poderiam ter causado a auséncia de atividade.

As NAD sintetases podem utilizar amoénia ou glutamina como doador de
nitrogénio. Estudos de caracterizacdo de preferéncia de substrato podem
corroborar andlises cinéticas na busca de uma resposta para a utilizacdo de
glutamina versus a de amonia in vivo.

Além disso, como enzima central no metabolismo, ha pouca informacao
sobre a regulacédo de NAD sintetase. Estudos que podem investigar a interacéo
de NAD sintetase com enzimas reguladoras podem elucidar um importante
ponto dentro do metabolismo geral. A ligagdo por contexto gendbmico genética
entre o gene de gInB, que codifica para a proteina transdutora de sinal GInB, foi
mostrada como de grande conservacao entre Proteobacteria. Evidéncias
experimentais com o organismo A. brasilense mostram que NAD sintetase é

um provavel alvo de Py.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos desse trabalho foram a caracterizagdo cinética da proteina
NadE2, a investigacao da preferéncia de NadE1l pelo substrato glutamina e a
caracterizacdo da interacdo entre as proteinas NAD sintetases e P.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

e Clonar o gene nadE2 de H.seropedicae no vetor pET28a;

e Expressar e purificar a proteina NadE2-Histag;

e Purificar a proteina NadE1-Histag;

e Determinar a preferéncia de NadE1 por glutamina ou amonia;

e Determinar a atividade especifica de NadE2

e Determinar o Kv aparente de NadE2-Histag para os substratos
glutamina e amonio;

e Determinar se as proteinas Pi interagem com NadE1 e NadEZ2,;



5 MATERIAS E METODOS

5.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS
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As estirpes de bactérias e os plasmideos utilizados neste trabalho estéo
listados na TABELA 1.

TABELA 1: ESTIRPES DE BACTERIAS HOSPEDEIRAS E OS PLASMICEOS

UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Genotipo e/ou fenotipo

Referéncia ou

fonte
Estirpes
H. seropedicae ) Souza et al.,
Estirpe selvagem (SmR)
SMR1 2000
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 nupG
E. coli TOP10 | recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl Invitrogen
A- (SmR)
E. coli BL21 Sambrook et
F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3)
(DE3) al., 1989
Plasmideos
pET28a vetor de expressdo, His-Tag/promotor T7 (KmR) Novagen
pET29a vetor de expresséo, His-Tag/ promotor T7 (KmR) Novagen
pET28a contém o gene nadE1 de H. seropedicae (2059 pb) )
) . Laskoski et al.,
pETnadE1l fusionado a His-Tag, clonado como um fragmento Ndel/BamHI 2016
(Km®)
pET28a contém nadE2 de H. seropedicae (1698 pb) (V189I;
pETnadE2 G376S; G381R; Q475R) fusionado a His-Tag, clonado como um | Laskoski, 2010
fragmento Ndel/BamHI (KmR)
pET28a contém o gene nadE2 de H. seropedicae (1698 pb)
pETnadE2Hs (selvagem) fusionado a His-tag, clonado como um fragmento Este trabalho
Ndel/BamHI (KmR)
pET29a contém o gene nadE1 de H. seropedicae (2059 pb)
pETnadE1N (plasmideo expressa proteina nativa), clonado como um Este trabalho
fragmento Ndel/BamHI (KmR)
pET28b+ contém o gene gInB de H. seropedicae (plasmideo Benelli et al.,
pEMB101.8 i .
expressa proteina nativa), pT7 (KmR) 2001
pET28a+ contém o gene gInK de H. seropedicae com His-Tag, | Oliveira M.A.S.
Sem nome

pT7 (KmR)

comunicacao
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pessoal
pET29a+ contém o gene gInK de H. seropedicae (plasmideo Bonatto et al.,
pEMB200 . .
expressa proteina nativa), pT7 (KmR) 2007
pET28a contém o gene gInB de H. seropedicae com His-Tag
pglnBHs (K Este trabalho
m

5.2 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

A composicao dos meios de cultura e as solucdes para o0 meio NFbHPN-

malato estdo mostradas na TABELA 2. Todos os meios de cultivo bacterianos

foram preparados e autoclavados por 20 minutos a 120°C para esterilizacédo
como descrito por SAMBROOK, FRITSH e MANIATIS (1989). Para obtencéo

dos meios na forma sdlida foi adicionado 15 g/L de agar antes da autoclavacao.

Para o meio NFbHPN-malato foram adicionadas no momento do uso 20 mM de

NH4Cl e Solucéo de fosfatos.

TABELA 2: COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTIVO UTILIZADOS NESTE

TRABALHO
Meio Composicéao (por litro de meio)
LurlaELl?Be;rtanl 10 g triptona; 5 g extrato de levedura e 10 g NaCl.
) 0,2 g MgS04.7H20; 0,1 g NaCl; 0,02 g CaClz; 0,06 g acido
NFb(T;ll\Jli(;g';llato nitrilo-triacético; 0,02 g Fe-S04.7H20; 5 g Acido malico;

1,0.10* g Biotina; Solucdo microelementos

Solucéao para

meio NFbHPN- Composicéo (por litro de meio)
malato
Solugéo 2,0.10° Na2M004.2H20; 2,35.103 g MnSO4H20; 2,8.103 g
microelementos H3BOs3; 8,0.10° g CuS0a4.5H20
Solucéo de ,
fosfatos 4 g KH2POg4; 6 g K2HPO4

H. seropedicae foi cultivado em meio NFbHPN-malato (KLASSEN et al.,

1997) em estufa (meios sélidos) 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; FRITSCH; MANIATIS, 1989) sob agitacdo de 120 rpm ou
em meio solido Luria-Bertani Agar (LA) em estufa, a 37°C.

Os meios esterilizados foram suplementados com antibiéticos em

concentracdo apropriada para selecionar a estirpe bacteriana e/ou o plasmideo
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de interesse. Os antibidticos usados estdo listados na TABELA 3. Os estoques

de Canamicina e Estreptomicina foram esterilizados por filtracéo.

TABELA 3: CONCENTRACAO DE ANTIBIOTICOS USADOS

CONCENTRACAO
ANTIBIOTICO (SIGLA)
Estoque (mg/mL) Uso (ug/mL)
Canamicina (Km) 100 100
Estreptomicina (Sm) 80 80

5.3 MANIPULACOES DO DNA
5.3.1 Amplificacéo através da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O gene nadE2 foi amplificado por PCR usando como molde o DNA
gendmico de uma cultura de H. seropedicae SMR1 previamente crescida por
16 horas, aquecida a 95°C por 5 minutos e centrifugada a 13000 rpm por 1
minuto, e a enzima de alta fidelidade Pfu (Fermentas). Os oligonucleotideos
iniciadores usados foram: 5'NdelHs2: 5
GGATGCCATATGCTTCGCATCGCCATCG 3 e 3’BamHIHs2 5’
AACAGGGATCCATGGCAATCGGGTCC 3’; a sequéncia sublinhada indica os
sitios de restricdo para as enzimas Ndel/BamHI, respectivamente (LASKOSKI,
2010). Sob as condi¢des: 95°C por 2 minutos, 30 ciclos de 95°C por 20
segundos, 55°C por 20 segundos, 72°C por 26 segundos e por fim extensao de
72°C por 3 minutos.

5.3.2 Eletroforese em gel de agarose

A agarose foi diluida em tampéo TAE1x (preparado a partir do TAE 50x
2 mol/L Tris base; 20 mM de &cido acético glacial e 50 mM EDTA pH 8,0, pH
8,0) a concentracdo variou entre 1-2% (m/v) (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989). As amostras foram misturadas com corante F. E. FSUDS 1x.
As corridas eletroforéticas foram realizadas entre 60-80 V por 40-90 min e
usando o mesmo tampao. Apos a eletroforese o gel foi corado em solucéo de

brometo de etideo (0,5 pg/mL) e o excesso de corante foi retirado com agua
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destilada. O DNA foi visualizado em transluminador de luz ultravioleta (312 nm)
EC?2 System - UVP Biolmaging Systems (UVP, Inc. Upland, CA USA) acoplado

a um sistema de camara.

5.3.3 Isolamento e purificacdo de DNA

O isolamento e purificacdo do DNA plasmidial foi feito seguindo o
método de lise alcalina (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Foram
utilizados 2 mL de cultura de células incubadas por aproximadamente 16 horas.
A cultura foi centrifugada durante 1 minuto a 13000 rpm (centrifuga minispin
eppendorf), 0 meio sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
100 pL de tampéo GET (50 mmol/L glucose, 10 mmol/L EDTA, 25 mmol/L Tris-
HCI pH 8,0).

A lise foi realizada adicionando-se 200 pL de Solugéo de lise (0,2 mol/L
NaOH; 1% (m/v) SDS). A mistura foi submetida a inversdo, o DNA
cromossomal, proteinas e o SDS foram precipitados por adicdo de 150 pL de
Solugdo KacF (3,0 mol/L acetato de potassio; 11,5% (v/v) &cido acético)
seguida de incubacao por 10 minutos em gelo. A mistura foi centrifugada por 5
minutos a 13000 rpm (centrifuga minispin eppendorf) e foi adicionado 10 pg/mL
de RNAse seguido de incubacdo por 30 minutos a 37°C. Apés, foram
adicionados 100 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), a solucdo
foi homogeneizada e centrifugada por 5 minutos a 13000 rpm. A fase aquosa
superior foi coletada e foram adicionados 2 volumes de etanol absoluto para
precipitacdo do DNA plasmidial e a mistura foi incubada por no minimo 30
minutos.

Apos a incubagdo a mistura foi centrifugada por 20 minutos a 13000
rpm, o sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol 70 % (v/v). Apés
centrifugacdo por 7 minutos o etanol foi descartado com ponteira sem encostar
no pellet e o etanol restante foi seco em bancada e em seguida ressuspenso
em &gua MilliQ. Alternativamente DNA plasmidial foi purificado usando kit
ilustra plasmid Prep Mini Spin (GE Healthcare, UK). O DNA obtido através de
produto de PCR foi purificado utilizando QI quick PCR purification kit
(Quiagem). Para subclonagem o fragmento foi purificado de gel de agarose

com UltraClean® GelSpin® DNA Extraction Kit (Mobio laboratories, Quiagen).
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5.3.4 Clivagem do DNA com enzimas de restricdo

As reacg0Oes de clivagem do DNA foram realizadas em volumes de reagéo
de 10 pL ou 100 pL. As endonucleases utilizadas foram Ndel/BamHI (New
England Biolabs/ Fermentas) em concentracdo de acordo com o fabricante. Foi
adicionado Tampao React 3 (Invitrogen) 1x, e aproximadamente 100 ng de
DNA purificado. As reagdes foram incubadas a 37°C pelo tempo necessario

para a clivagem do DNA.

5.3.5 Reacao de ligagao

A mesma reacdo de restricio do item 5.3.4 foi realizada para a
linearizacdo dos vetores de expressédo pET28a e pET29a usando 100 pL de
volume total. Apés linearizarem, os vetores foram submetidos a reagcdo com
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) por 1 hora seguida de inativacdo por
aguecimento a 60°C por 1 minuto. Os vetores de expressado e 0s respectivos
insertos foram adicionados a uma razdo molar 1:10. Na reacdo de ligacao
foram adicionados Tampéao de ligagcédo 1x (Invitrogen) e 1 U de enzima T4 DNA
ligase e agua MilliQ g.s.p. em um volume final de 10 uL. A reacao foi incubada
a 16°C por 16 horas antes de ser usada para transformacéo por choque

térmico.

5.3.6 Reacao de sequenciamento

Para o sequenciamento de DNA foi utilizado o método BigDye
Terminator (Applied Biosystems) utilizando o protocolo indicado pelo fabricante.
O sistema de reagdo com volume final de 10 pL continha 0,2 pg do DNA
plasmidial purificado ou do produto de PCR purificado (item 5.3.3.), 10 pmol de
iniciador para o promotor T7 ou T7 terminator (Novagen) ou um dos iniciadores
para sequenciamento interno: nadE21: 5 — GTGGCCGAATACCACAAG -3’
nadE22: 5 - GCTGCTCTACGTCAACCAG -3; nadE23: 5 -
GATTCGGCCGTGACCATC -3 e nadE24: 5 - CCAACGGCTATGACGCC -3'.
A reacdo também foi adicionado 1 pL de reagente de sequenciamento BigDye

e 1x Tampéao Save Money. A composicao foi submetida em termociclador a 1
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ciclo de 1 minuto a 96°C e 30 ciclos de 15 segundos a 96°C seguidos de 15
segundos a 55°C e 4 minutos a 60°C.

A reacao de sequenciamento foi misturada com acetato de amoénio 7,5 M
e etanol 96% na seguinte propor¢ao (40ul da reagdo de PCR, 26ul de acetato
de aménio, 133ul de etanol), a mistura foi mantida a temperatura ambiente por
10 minutos, sendo centrifugada 13.000rpm por 20 minutos. O DNA precipitado
foi lavado 2X com etanol 70%, seco a vacuo.

5.3.7 Preparo de células termocompetentes

Para o preparo de células termocompetentes, um pré-indculo de 3 mL de
E. coli foi incubado sob agitacdo por aproximadamente 16 horas com o0s
antibiéticos adequados. O indculo foi feito a partir de 1 mL do pré-in6culo em
50 mL de meio LB e incubado até que a DOsoo atingir entre 0,4 e 0,6. A cultura
incubada foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos a 4 °C (Hitachi) e o
sobrenadante descartado. O pellet de células foi ressuspenso em 12 mL de
solugdo 100mM MgCl. gelada estéril, mantendo as células resfriadas por todo
procedimento. As células ressuspendidas foram novamente centrifugadas por
10 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso
em 5 mL de solugdo 100mM CaCl: gelada estéril. Apds, foram adicionados
mais 25 mL de solucdo de CaClz. Essa suspensao foi mantida em gelo por pelo
menos 20 minutos antes de ser centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos a 4 °C
(Hitachi). O sobrenadante foi descartado e ressuspenso em 5 mL de solucdo
100 mM CaCl. em 15% (v/v) de glicerol gelado e estéril, a ressuspenséo foi
centrifugada e o procedimento anterior repetido. Por Ultimo a ressuspenséo foi
centrifugada novamente e ressuspendida em 1 mL de solucdo de CaCl> em
15% (v/v) de glicerol gelado e estéril. A células em solugéo foram divididas em

aliquotas de 100 pL e estocadas a -80°C.

5.3.8 Transformacao das células termocompetentes

Para a transformacdo foram adicionados 5 pL de DNA plasmidial ou
proveniente de ligacdo (aproximadamente 100 ng) nas células
termocompetentes e a mistura mantida em gelo por 30 minutos. A mistura foi

submetida a choque térmico por 45 segundos a 42°C e entdo incubada por 2
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minutos antes de serem ressuspensas em meio LB e incubadas por 37°C
durante 40 minutos. Posteriormente, estas células foram plaqueadas em meio

LA contendo os antibiéticos adequados.

5.4 METODOS GERAIS PARA PROTEINA

5.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdo desnaturante (SDS-
PAGE)

As analises eletroforéticas de proteinas em gel de poliacrilamida em
condicao desnaturante foram feitas como descrito por LAEMMLI (1970) (30 g/L
Tris-base; 140 g/L glicina; 10 g/L SDS) usando sistema de minigéis Hoefer ou
BioRad. As amostras, antes de serem analisadas por SDS-PAGE, foram
misturadas com tampéo de amostra (2% SDS (m/v); 10% glicerol (v/v); 0,01%
azul de bromofenol (v/v); 0,0625 M Tris-HCI pH 6,8) adicionando 5% de B-
mercaptoetanol (v/v) na hora do uso e aquecidas a 95°C por 3 minutos. As
eletroforeses foram realizadas a 150-200V em tampao Laemmli (1x) durante
40-50 minutos, o gel foi corado com solucdo de azul de Coomassie e em
seguida descorado com solucédo descorante ou corado com coloracédo de prata
através de método descrito em BLUM et al. (1987).

A porcentagem de acrilamida/bis-acrilamida no gel de separagéo
dependeu da massa molecular das proteinas que estavam sendo analisadas.
As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo recomendacéao
do fabricante (Hoefer/Biorad). As solugbes foram misturadas na ordem nas
guantidades indicadas na TABELA 4. Para o gel de empilhamento foram

utilizados os componentes nas quantidades indicadas na TABELA 5.

TABELA 4: COMPOSICAO DO GEL DE SEPARACAO PARA ANALISE
ELETROFORETICA DESNATURANTE DE PROTEINAS

Concentragéo final de acrilamida

Componentes 7,5% 10% 12,5% 15%
1 gel 2 géis 1 gel 2 géis 1 gel 2 géis 1 gel 2 géis
H20 28mL 56mL [255mL 51mL|216mL 4,32mL | 1,87 mL 3,74 mL
Solugao 2 125mL 25mL |125mL 25mL|125mL 25mL |1,25mL 2,5mL
Acg'gg;;'da 094mL 1,88mL [1,20mL 24mL|1,54mL 308mL |188mL 3,76 mL
10% PA 50uL  100pL | 50pL  100uL| 50pL  100pL | 50pL 100 pL

TEMED 5uL  10uL | 5pL 10pL | 5pL 10uL | 5uL 10pL
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A sigla PA significa persulfato de amoénio e TEMED N,N,N’,N'-
Tetrametiletilenodiamina. Solucdo 2 € formada por 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 e
0,3% SDS (m/v).

TABELA 5: COMPOSICAO DO GEL DE EMPILHAMENTO PARA ANALISE
ELETROFORETICA DE PROTEINAS

Componentes 1 gel 2 géis
H.O 1,595 mL 3,19 mL
Solucdo 3 0,625 mL 1,25 mL
Acrilamida
40% 0,280 mL 0,56 mL
10% PA 25 uL 50 uL
TEMED 2,5 L 5 ulL

Solucéo 3 é formada por 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 e 0,4% SDS (m/v).
5.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdo ndo desnaturante

As eletroforeses de proteina em gel ndo desnaturante foram realizadas
conforme descrito FORCHHAMER & TANDEAU de MARSAC (1994). E o
sistema da Hoefer de minigéis foi usado. As amostras foram misturadas a
Tampado de amostra e analisadas em gel de poliacrilamida Native-PAGE de
acordo com a TABELA 6. As solucdes foram adicionadas na ordem indicada.
As corridas foram realizadas a 100 V por 4 horas em tampé&o de corrida gel
nativo 1x (5 mM Tris-base e 38,4 mM glicina).

5.4.3 Superexpressao de proteinas

Aproximadamente 10 colbnias de E. coli BL21 (DE3) contendo o
plasmideo de interesse para a superexpressao foram pré-inoculadas em 20 mL
de LB. Apés 16 horas de incubacédo, 16 mL da cultura foram adicionados a 800
mL de LB com antibiotico, além disso, na superexpressao das proteinas Pl de
H. seropedicae foram adicionados 20 mM de NH4Cl como uma forma de
saturar o cultivo com fonte de nitrogénio e evitar a uridililagdo das PII por GInD
enddgena. A cultura foi mantida sob agitacdo pelo tempo necessério para que

a DOeoo estivesse em torno de 0,5-0,7. Apos esse tempo foram adicionados 0,5
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mM de IPTG e a cultura foi incubada por mais 3 horas a 37°C (no caso das
proteinas PIlI nativas e histag) ou por mais 16 horas a 16°C (no caso das NAD
sintetases tanto nativas quanto histag). A cultura crescida e incubada apés a
superexpressao foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos (Hitachi). O
sobrenadante foi descartado e as células foram coletadas e mantidas a -40°C
até o momento da purificacdo. Um mililitro da cultura foi coletado
separadamente para confirmacdo da superexpressao por analise em gel SDS-
PAGE.

5.4.4 Lise das células

O sedimento celular, contendo proteinas Py-His e as proteinas NadEl e
NadE2-His, foi ressuspendido em Tampéao de sonicacdo 1 (20mM de Tampao Fosfato
pH 7,4; 100 mM de NaCl ou 100 mM de KCI ou NaCl;10% glicerol (v/v); 1mM de
PMSF; 1mg/mL de lisozima; 1mg/mL de DNAse), e finalmente o sedimento contendo
as proteinas Py nativas em Tampao de sonicac¢éo 2 (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM
NacCl; 10% glicerol (v/v); 1ImM de PMSF; 1mg/mL de lisozima; 1mg/mL de DNAse) ou
Tampédo de sonicacdo 3 (Para a NadEl-nativa — 20 mM HEPES pH 7,4; 100 mM
NaCl;10% glicerol (v/v); 1ImM de PMSF; 1mg/mL de lisozima; 1mg/mL de DNAase).
Em seguida as células foram mantidas em gelo e rompidas por sonicacéo (10 vezes
com pulsos de 15 segundos e intervalos de 30 segundos). Cem microlitros dessa
fracdo foram reservados para analise em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e foram
chamados de extrato bruto. O restante do lisado foi centrifugado a 30000 rpm por 20
minutos (Hitachi). O precipitado foi reservado para visualizacdo em gel de acrilamida e
chamado de extrato insolivel. Do sobrenadante foram reservados 100 pL para o gel

de proteinas e o restante seguiu para os diferentes métodos de purificagéo.

5.4.5 Purificacdo de proteinas

As proteinas NadE1-Histag e NadE2-Histag foram purificadas de acordo
com Laskoski (2010), respectivamente as proteinas GInB e GInK nativas e

Histag foram purificadas de acordo com (MOURE et al., 2012).

5.4.5.1 Purificagdo de proteinas NadEl, NadE2, NadE2-mutante GInB e gInK
fusionadas com cauda His
As proteinas NadE1-histag, NadE2-histag foram purificadas com a

coluna Hitrap™ Chelating HP 1mL ou 5 mL (GE - healthcare) acoplada a um
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sistema de bomba peristaltica. A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna
(VC) de agua MilliQ, em seguida carregada com solucéo NiCl: e lavada com 2
VC de agua Milli-Q para retirar o excesso de NiClz. A coluna foi equilibrada com
5 VC de Tampao de equilibrio (20mM de Tris-HCI pH 8,0, 100mM de NaCl,
20mM de Imidazol, 10% de glicerol (v/v)) e carregada com a fracdo soluvel
(item 5.4.4.). A coluna foi lavada com 5 VC de tampéo de lavagem (20mM de
Tris-HCI pH 8,0, 100mM de NaCl, 50mM de Imidazol, 10% de glicerol (v/v)). As
proteinas-His foram eluidas com gradiente crescente de imidazol em fractes
de 1 mL. Para as proteinas GInB e GInK-His de H. seropedicae 0 mesmo
procedimento foi empregado substituindo 100 mM de NaCl por 100 mM de KCI
e o Tris-HCI pH 8,0 pelo pH 7,5. As fracGes foram analisadas em eletroforese

SDS-PAGE e as que apresentavam maior pureza foram reunidas.

5.4.5.2 Desalting

Para a retirada do imidazol ou sal das proteinas eluidas foi utilizada a
coluna Hitrap desalting 5 mL (GE healthcare) acoplada a um sistema de bomba
peristaltica. A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna (VC) de agua Milli-Q
e depois equilibrada com Tampao desalting (20mM de Tris-HCI pH 8,0, 100mM
de NaCl/100 mM de KCI, 10% de glicerol (v/v)). Um mililitro e meio foi aplicado
na coluna e fragbes de 1,5 mL foram coletadas. Aquelas fragcbes com maior
concentracdo de proteina foram reunidas, separadas em aliquotas de 100 uL e

armazenadas a -40°C.

5.4.5.3 Purificacdo de proteinas nativas

As fracBes soluveis da superexpressdo das proteinas Pll de H.
seropedicae foram submetidas a tratamento térmico 70°C por 15 minutos e
centrifugado a 30000 rpm por 20 minutos (Hitachi). O sobrenadante foi
carregado em uma coluna de Heparina equilibrada com tampao de equilibrio
(50 mM Tris-HCI pH8,0; 50 mM NaCl; 10 mM MgCl. e 5% glicerol (v/v). As
proteinas foram eluidas com gradiente crescente de NaCl (0,05-1 M) e fracdes
de 1 mL foram coletadas. As fracdes foram analisadas em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE e aquelas que apresentavam maior pureza foram reunidas e
dialisadas em Tampao de equilibrio.

A fracdo soluvel da superexpressdo da proteina NadEl nativa foi

utilizada para varios experimentos preliminares na tentativa de purificacdo. No
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entanto ndo foi possivel obter resultados satisfatérios em nenhuma das
tentativas. Nos ensaios do item 5.7. foi utilizado a fracdo solivel de NadEl

nativa.

5.4.6 Uridililagdo in vitro de proteinas Py

As proteinas GInB e GInK nativas foram uridilladas em um sistema
contendo a proteina GInD de H. seropedicae (0,5 uM) (cedida gentilmente pelo
Prof. Doutor Marco A. S. de Oliveira), ATP (200 uM), 2-OG (5 pM), UTP (1 mM)
e tampao de uridililagdo (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM KCI; 25 mM MgCl2)
(Bonatto et al. 2012). A reacdo foi mantida a 37°C por no minimo 16 horas. O
sucesso da reacdo de uridililacdo foi verificado através de eletroforese nédo

desnaturante de proteinas (item 5.4.2.).

5.5 ANALISE CINETICA DE NADE2-HISTAG

A formacédo de NAD* foi monitorada acoplando a producdo do NAD* pela
enzima NAD sintetase com a reducdo a NADH pela enzima Alcool
desidrogenase ADH de Saccharomyces cerevisiae (Sigma). Nos ensaios
cinéticos foi utilizado 5 ug de NadE2, 6 U de ADH de levedura (Sigma), 20 mM
MgClz, 20 mM KCI, 62 mM Tris-HCI pH 8,5, 1,6% etanol (v/v), 10 mM DTT, 10
mM de ATP, 1 mM NaAD, (variando entre 2,5-10000 uM) glutamina e (variando
entre 50-100000 uM) amoénio em uma reacdo de 300 pL de volume final. A
enzima foi incubada sem o substrato NaAD por 15 minutos e as reacfes foram
realizadas a 30°C em Tecan Infinity 200 (Tecan) em placas de 96 pocos. As
reacOes foram iniciadas pipetando NaAD em intervalos de 10 segundos. A
absorbéancia a 340 nm foi medida e somente a fase linear da reacdo foi usada
para determinar o NADH produzido por comparacdo a uma curva padrao de
NADH. As constantes de Michaelis-Menten (Km) foram determinadas pelo

programa Prism.

5.6 ANALISE DE COMPETICAO DE SUBSTRATO POR LC/MS

Com o proposito de comparar a habilidade de NadE1 de usar glutamina ou

amonia como doador de nitrogénio, experimentos foram realizados combinando
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diferentes quantidades de **N glutamina e >N NH4CIl 98% marcado (Sigma) em
20 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 mM ATP, 2 mM NaAD, 5 mM MgClz e 1ImM DTT. As
reagbes foram iniciadas adicionando 50 nM de NadEl e incubagéo a 30°C.
Amostras com 40 uL foram coletadas apés 5 minutos e misturadas a 10 uL de
acido acético glacial 10% (v/v) para parar a reacdo. As amostras foram
centrifugadas a 20000 g por 5 minutos a 4°C e 10 uL do sobrenadante foi
usado para analise em LC/MS (RODRIGUES et al., 2011).

Metabdlitos foram separados usando UFLC Prominence (Shimadzu) em
uma coluna C18 2,6 um 50 x 2,12 mm (Phenomenex) mantida a 40°C. A fase
movel composta por 15 mM de &cido acético e 10 mM tributilamida (solvente A)
ou metanol (solvente B). As amostras foram colocadas em vials e mantidas em
amostragem automatica a 4°C; 10 uL de cada amostra foi injetado a 0,2 mL
mint em duplicatas. Os metabdlitos foram eluidos usando um gradiente linear
(0-100% de solvente B) por 30 minutos. A coluna foi equilibrada com solvente A
por 10 minutos antes de cada corrida.

A deteccdo dos metabdlitos foi realizada acoplando o LC com um
MicroTOF-QIlI (Bruker Daltonics), equipado com uma fonte de ionizacao
eletrospray. lons negativos foram detectados dentre 50-1000 m/z cada
segundo. A voltagem do capilar foi mantida a -3500 V, a presséo do
nebulizador foi mantida a 2.0 bar e o gas secante 61 min, 180°C. O tempo de
retencdo foi confirmado usando 50 uM de solucdo padrdo e rastreando ion
molecular no modo negativo (m/z = 662,1 + 0,05). A porcentagem de
incorporacdo de '°N-amonia em relacdo a incorporacdo de *N-glutamina foi
medido pela férmula (Intm/z 663 X 100)/Intm/z 662 — 22,7. Pela formula é possivel
obter o aumento na porcentagem de incorporac¢do no sinal m/z 663,1 devido a
incorporacdo de °N-amobnia diminuido de valor teérico 22,7% que é a
contribuicdo isotopica no sinal de 662,1 m/z pelo 1-3C-1“N NAD*. O valor
obtido (que corresponde somente a 'C-!®N NADY), foi somado: 25%
correspondente a distribuicdo natural isotopica tedrica de todos os sinais de °N
NAD* (22,7 % devido a 1-13C+ 2,3 % devido a 2-13C), e 2%, pela corre¢do do

14N na preparacéo de *®NH4Cl usada (98% de atomos marcados).
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5.7 ENSAIO DE INTERACAO FISICA ENTRE NadEl E NadE2 E
PROTEINAS Pi POR ENSAIO DE CO-PRECIPITACAO

Os experimentos de interacdo fisica entre as NAD sintetases de H.
seropedicae foram realizados através de co-precipitacdo usando beads
magnéticos MagneHis Ni-Particles (Promega). As proteinas NadE1-Histag,
NadE2-Histag, GInB-Histag e GInK-Histag foram imobilizadas em resina de
Ni?*. Para cada uma dessas proteinas GInB e GInK (para as NAD sintetases
His) e NadE1 (para as PIl His) nativas foram testadas em diferentes tampdes
para a possivel interacdo fisica entre essas proteinas em condi¢des in vitro
segundo Huergo e colaboradores (2007), com adaptacdes. Os ensaios foram
realizados em tampé&o de interacdo (50 mM Tris-HCI — pHs 6,8; 7,5; 8,0 ou 8,8;
100 mM NaCl; 20 mM imidazol pH 8,0; 10% glicerol (v/v); 5 mM MgCl.)
adicionando combinacdes das proteinas de H. seropedicae NadE1-Histag ou
NadE2-Histag com as PII uridililadas e nao uridililadas nativas, assim como
utilizando as PlI-Histag e a proteina NadE1-nativa. Os ensaios foram realizados
utilizando aproximadamente 50 ug da proteina His e 20 ug da proteina nativa.

Para testar as diferentes condicbes em que as proteinas Pll podem interagir
com seu alvo, ao tampéao de interagéo foram adicionados 1 mM de ATP, 1 mM
de ATP+ 1,5 mM de 2-OG ou 1 mM de ADP. Outros aditivos foram testados
como 1 mM de glutamina, 1 mM de DTT e presenca e auséncia dos
detergentes LDAO ou TWEEN 20 (ambos a 0,05% v/v).

Para cada reacao foram utilizados 10 uL de beads magnéticos em tubos de
1,5 mL. Os beads foram lavados com 200 pL de tampé&o de interacdo, os tubos
foram colocados em uma estante magnética para a separacdo dos beads do
restante do liquido. A porcéo liquida foi retirada com pipeta e depois foram
adicionados mais 500 uL de tampdo de interacdo, além da proteina NadE1-
Histag, NadE2-Histag, GInB-Histag ou GInK-Histag. A mistura foi incubada por
15 minutos, a parte liguida composta por tampao e interacdo e excesso de
proteina His foi retirado com ajuda da estante magnética. Em seguida, 200 uL
de tampdo de interacdo foram adicionados, junto com a proteina GInB, GInK ou
extrato de inducédo de NadE1 nativa e a mistura incubada por mais 15 minutos.
Depois de trés lavagens com 200 uL de tampé&o, os beads foram ressuspensos

em tampao de amostra e aquecidos a 95°C por 3 minutos. A interacao por co-
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precipitacdo foi analisada por gel SDS-PAGE corado por coloracdo de prata.

Os ensaios foram realizados em pelo menos duplicata.
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6 RESULTADOS
6.1 CLONAGEM DO GENE nadE2 EM VETOR pET28a

No trabalho de Laskoski (2010) foram caracterizadas as enzimas NadE1l e
NadE2 do organismo H. seropedicae. A caracterizacdo cinética de NadEl
revelou que esta proteina utiliza a glutamina preferencialmente em relacédo a
amonia e que pelos dados de gel filtracdo € um provavel octamero. J4 a NadE2
nao mostrou atividade em ensaio in vitro, e o experimento de gel filtracdo
sugeriu que NadE2 fosse um dimero. Porém, a sequéncia do gene nadE2
clonado durante o trabalho ndo foi verificada. Posterior andlise da sequéncia
(realizada pelo Prof. Dr. Luciano F. Huergo) mostrou que esse clone possuia 5
mutacgdes, delas, quatro haviam substituicdo de aminoacidos: V189l, G376S,
G381R e Q475R (FIGURA 8). Essas mutacGes poderiam comprometer a
atividade in vitro e, portanto, o gene nadE2 de H. seropedicae deveria ser
clonado sem mutagodes.

O gene nadE2 foi novamente amplificado usando como molde o DNA
gendmico de H. seropedicae SMR1. O fragmento contendo aproximadamente
1700 pares de base foi submetido a restricdo por Ndel/BamHI e a uma reacédo
de ligacdo ao plasmideo comercial pET28a (Novagen). A construcdo permite
gue sejam adicionados, na hora da traducdo, seis residuos do amino&cido
histidina na extremidade N-terminal da proteina. Essa modificagcdo nos permite
uma rapida e eficiente purificacdo da proteina de interesse. Os clones obtidos
através da ligacdo foram conferidos por restricdo e um foi escolhido por soltar o
inserto de 1700 pares de base quando restringido com as enzimas Ndel/BamHI
(FIGURA 9). A sequéncia desse clone foi conferida por seguenciamento
através de iniciadores internos, que cobriram todo o inserto e ndo apresentou
mutacdes em relacdo a sequéncia submetida no GenBank (nUmero de acesso
CP002039). O novo clone foi chamado de pETnadE2Hs.
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MLRIAIAQCNPTIGDFEGNLALHLDGLORAAQAGADLVVFPELSICGYYPGDLLEEARFL
MLRIATIAQCNPTIGDFEGNLALHLDGLOQRAAQAGADLVVEFPELSICGYYPGDLLEEARFL
MLRIATAQCNPTIGDFEGNLALHLDGLQRAAQAGADLVVFPELSICGYYPGDLLEEARFL

DRAEATLQDVIDATRRLPGLTAVIGAPRRNPGPGKPLEFNALLAVREGRIVAEYHKQLLPV
DRAEATLQDVIDATRRLPGLTAVIGAPRRNPGPGKPLFNALLAVREGRIVAEYHKQLLPV
DRAEATLQDVIDATRRLPGLTAVIGAPRRNPGPGKPLEFNALLAVREGRIVAEYHKQLLPV

YGVEFDDGRHFEAGPETACVLPLKGMRVGFLICEDGWNDDLRSYRVNPFEKLAQADAQLVV
YGVEFDDGRHFEAGPETACVLPLKGMRVGFLICEDGWNDDLRSYRVNPFEKLAQADAQLVV
YGVEFDDGRHFEAGPETACVLPLKGMRVGFLICEDGWNDDLRSYRVNPFEKLAQADAQLVV

SINASPSDIGKRSQRHALFQAACLRROMALLYVNQVGGQODQLVYDGGSFAMSPLQOGLAFE
SINASPSD+GKRSQRHALFQAACLRROMALLYVNQVGGQDQLVYDGGSFAMSPLQGLAFE
SINASPSDVGKRSQRHALFQAACLRROMALLYVNQVGGQODQLVYDGGSFAMSPLQGLAFE

AARLAEDFQVLAFEGGRFLRSDGVGAPQCIDQTMATPEFHRRQILLGLRDYARRCGEGKV
AARLAEDFQVLAFEGGRFLRSDGVGAPQCIDQTMATPEFHRRQILLGLRDYARRCGEGKV
AARLAEDFQVLAFEGGRFLRSDGVGAPQCIDQTMATPEFHRRQILLGLRDYARRCGFGKV

VVGSSGGIDSAVTIALAAEALGAQNVVAVTMPSVEFSSAGSVSDSETLCQALGVTLFRHPI
VVGSSGGIDSAVTIALAAEALGAQNVVAVTMPSVEFSSAGSVSDSETLCQALGVTLFRHPI
VVGSSGGIDSAVTIALAAEALGAQNVVAVTMPSVEFSSAGSVSDSETLCQALGVTLFRHPI

ADLVREFEDGFATAFSAPLRRLPLENLQARVRGAILMEYSNGYDALLLTTGNKSEISVGY
ADLVREFEDGFATAF APLR LPLENLQARVRGAILMEYSNGYDALLLTTGNKSEISVGY
ADLVREFEDGFATAFGAPLRGLPLENLQARVRGAILMEYSNGYDALLLTTGNKSEISVGY

CTLYGDTNGGLGLIGDLYKTEVYALARHLNAQAGREIIPAAIIDKAPSAELAPDRRDTDS
CTLYGDTNGGLGLIGDLYKTEVYALARHLNAQAGREIIPAAIIDKAPSAELAPD+RDTDS
CTLYGDTNGGLGLIGDLYKTEVYALARHLNAQAGREIIPAAIIDKAPSAELAPDQRDTDS

LPPYEVLDEILKWHIEGSRLPADEAQAAARTVEQLSGTDTGAALVERICRMVARNEYKRR
LPPYEVLDEILKWHIEGSRLPADEAQAAARTVEQLSGTDTGAALVERICRMVARNEYKRR
LPPYEVLDEILKWHIEGSRLPADEAQAAARTVEQLSGTDTGAALVERICRMVARNEYKRR

QSPPVIRLRSRAFGSGRQIPIAVRY 1695
QSPPVIRLRSRAFGSGRQIPIAVRY
QSPPVIRLRSRAFGSGRQIPIAVRY 565
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FIGURA 8: ALINHAMENTO BLASTX DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA

NADE2 DEPOSITADA NO GENBANK E A NadE2 MUTANTECOM O CLONE MUTANTE.

O inserto do plasmideo pETnadE2 (LASKOSKI, 2010) foi sequenciado com cobertura de pelo
menos duas vezes. Os pontos destacados em amarelo mostram os aminoacidos que mudaram
da sequéncia do GenBank em relagéo a sequéncia do clone NadE2 mutado. Quatro pontos sédo
destacados: V189I, G376S, G381R e Q475R.
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Clone 5
Mw  PET28a + inserto nadE2 (1700 pb)

5000 pb

2000 pb——

1500 pb ——

Figura 9: ANALISE DOS PLASMIDEOS RESULTANTES DA LIGACAO ENTRE O PET28A E O
INSERTO NADE2 POR RESTRICAO Ndel/BAMHI.

Gel de agarose ~1% corado com brometo de etideo, A primeira linha esta o marcador de
massa molecular, trés bandas estdo com o tamanho indicado na figura em pares de base. Na
linha seguinte a restricdo do DNA plasmidial purificado de uma das colénias obtidas da ligacdo
entre o plasmideo pET28a (com aproximadamente 5300 pares de base) e o inserto nadE2
(com aproximadamente 1700 pares de base). O clone 5 foi escolhido para a transformacéo em
E. coli BL21 (DES3).

6.2 PURIFICACAO DE NadE2-HISTAG DE H. seropedicae

O plasmideo pETnadE2Hs foi inserido em E. coli BL21 (DE3) e as coldnias
transformadas foram crescidas em meio de cultivo para a superexpressao. A
superexpressdo desse clone resultou uma grande quantidade de proteina no
tamanho esperado para a NadE2, aproximadamente 64KDa. O cultivo foi entao
lisado, e a enzima NadE2 foi separada do restante de proteinas por
cromatografia de afinidade utilizando a resina Hi-trap chelating carregada com
niquel. A NadE2 foi eluida em um pico homogéneo e com grande quantidade
em aproximadamente 200 mM de imidazol (FIGURA 10). As fragbes C6 a C12
foram reunidas e o tampdo com imidazol foi substituido por tampdo sem
imidazol através de cromatografia de exclusdo de massa tipo desalting. A
proteina pura ficou com uma concentracéo final de 3,8 pug/uL e o rendimento foi

de aproximadamente 20 mg de proteina por litro de cultura.
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FIGURA 10: PERFIL DE ELUICAO DA PROTEINA NADE2 DE H. seropedicae.

O extrato celular induzido por IPTG de E. coli BL21 contendo o plasmideo pETnadE2Hs para
superexpressdo da proteina. A purificacdo foi realizada injetando o extrato induzido soldvel em
coluna Histrap HP de 5 mL obtendo aliquotas de 1mL. As proteinas que nédo ligaram na coluna
estdo mostradas na fracdo ndo ligado. As proteinas ligadas foram eluidas com gradiente
crescente de imidazol. As fra¢des foram escolhidas de acordo com o perfil no grafico do AKTA
(acima). As fragBes C6 a C12 foram reunidas passadas em dessalting. Analise por SDS-PAGE
(15%) e coloragdo com Coomassie Blue.

6.3 PURIFICACAO DE NadE2-MUTANTE DE H. seropedicae

Para confirmar a auséncia de atividade in vitro mostrada em Laskoski
(2010) o plasmideo pETnadE2 (LASKOSKI, 2010) foi purificado por lise alcalina
de uma cultura de E. coli TOP 10 contendo esse plasmideo. O pETnadE2
purificado foi inserido em E. coli BL21 (DE3) e as colbnias transformadas foram
crescidas em meio de cultivo para a superexpressédo. O perfil de expressao por
IPTG se confirmou e as células foram lisadas e a proteina NadE2-mutante foi
purificada através de cromatografia de afinidade utilizando a resina Hi-trap
chelating carregada com niquel. A NadE2-mutante foi eluida em um pico
homogéneo com grande quantidade de proteina em aproximadamente 350 mM
de imidazol (FIGURA 11). As fracbes que possuiam maior pureza foram
reunidas e o imidazol foi retirado através de cromatografia de exclusdo de
massa desalting. A proteina pura ficou com uma concentragédo final de 1 pg/uL.
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O rendimento da purificacdo foi de aproximadamente 20 mg de proteina por

litro de cultura.

Imidazol
100-400 mM
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FIGURA 11: PERFIL DE ELUI(;AO DA PROTEINA NADE2-MUTANTE DE H. seropedicae.

O extrato celular induzido por IPTG de E. coli BL21 contendo o plasmideo pETnadE2 para
superexpressao da proteina. A purificacdo foi realizada injetando o extrato induzido soltvel em
coluna Histrap HP de 1 mL obtendo aliquotas de 1mL. As proteinas que nao ligaram na coluna
estdo mostradas na fracdo ndo ligado. As proteinas ligadas foram eluidas com gradiente
crescente de imidazol. As fragcdes 13 e 14 foram reunidas e o imidazol foi removido em coluna
desalting. Andlise por SDS-PAGE (15%) e coloragdo com Coomassie Blue.

6.4 PURIFICACAO DE NadE1-HISTAG DE H.seropedicae

O gene nadE1 foi expresso a partir de E. coli BL21 (DE3) transformada com
0 plasmideo pETnadEl e induzida com IPTG. A proteina foi purificada da
mesma forma como descrita no trabalho de Laskoski e colaboradores (2016). A
NadELl foi eluida em quase todas as fraces, apresentando um pico de eluicdo
proximo a 150 mM de imidazol (FIGURA 12). Ambos, concentracdo de proteina
pura e rendimento da purificagdo foram menores em comparacéo a NadE2: 0,5
ug/ul e 2 mg por litro de cultura, respectivamente. Ainda assim, a preparacao

foi suficiente para os ensaios de atividade e cinética.



56

Imidazol
S 100-400 mM
T & o
> = ©
2 g 2 ‘_4
o W gz
MW » Z2 <4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
97 KDa
66 KDa ?Q- —Wu\
- -
45 KDa P g—
e i
E
30KDa —
20,1 KDa
==

FIGURA 12: PERFIL DE ELUICAO DA PROTEINA NadE1-Histag DE H. seropedicae.

O extrato celular induzido por IPTG de E. coli BL21 contendo o plasmideo pETnadEl para
superexpressao da proteina. A purificacado foi realizada injetando o extrato induzido soltvel em
coluna Histrap HP de 5 mL obtendo aliquotas de 1mL. As proteinas que n&o ligaram na coluna
estdo mostradas na fracdo ndo ligado. As proteinas ligadas foram eluidas com gradiente
crescente de imidazol. As fracdes 3, 4, 5 e 6 foram reunidas e o imidazol foi removido em
coluna desalting. Analise por SDS-PAGE (15%) e coloragdo com Coomassie Blue.

6.5 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR POR CROMATOGRAFIA
DE GEL FILTRACAO

Para estimar o niumero de subunidades que compde a estrutura da NadE1 e
NadE2 de H. seropedicae, foram realizados ensaios de cromatografia de
exclusdo molecular com coluna Superose 6. O volume de eluigdo do Blue
Dextran (volume morto) foi de 7 mL. A curva com o0s padrdes de massa
molecular conhecida (Gel filtration standard, Sigma) foi utilizada para
determinar a massa molecular das proteinas NadE1 e NadE2.

A proteina NadE1 foi eluida com 12,9 mL, que corresponde a uma massa
de 575 kDa. Como cada mondémero de NadE1l tem aproximadamente 78 kDa,
se a NadEl fosse um proteina (homo)octamérica como outras com dominio
glutaminase ela teria aproximadamente 624 kDa. Assim, pode-se considerar
gque a NadEl de H. seropedicae € uma enzima homoctamérica, pois seu
volume de eluicdo estd bem préximo do esperado para uma proteina com oito
vezes a massa do mondémero de NadE1. No trabalho de Laskoski (2010) essa
mesma analise foi feita utilizando a NadEl e a mesma resina, porém na

presenca de padrbes de marcadores de massa molecular inferiores a 200 kDa.
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NadE1-his também foi estimada sendo homoctamérica tendo um volume de
eluicdo de 12,6 mL e massa de 548 kDa (FIGURA 13).

A proteina NadE2 foi eluida em 15,6 mL (FIGURA 14), que corresponde
a massa de 80,5 kDa, massa esperada para um mondémero 64 kDa. Os
resultados de gel filtracdo foram semelhantes aos encontrados por LASKOSKI
(2010). Como nao ha relatos de enzimas tipo NadE monoméricas, a hipotese
mais plausivel é que NadE2 de H. seropedicae tenha uma configuracdo
homodimérica. Esses resultados séo interessantes pois, até entdo, baseado
em resultados de artigos publicados, esperava-se que todas as NAD sintetases
com dominio glutaminase fossem homoctaméricas seguindo o padréo descrito

em Mycobacterium.

A NAD sintetase de M. tuberculosis possui dominio glutaminase e foi
caracterizada como octamérica. Ela € o principal modelo de NAD sintetase
glutamina-dependente (CHUENCHOR et al., 2012). Outras NAD sintetases de
procariotos com dominio glutaminase como a de Cytophaga hutchinsonii
(nimero PDB 3ILV) e Burkholderia thailandensis (numero PDB 4F4H),
possuem estruturas cristalinas determinadas e depositadas no banco de dados
PDB. Estas proteinas tém estrutura quaternaria homodimericas. Apesar de
estas enzimas terem a estrutura tridimensional conhecida, ambas foram
obtidas em abordagens de consorcios de gendmica estrutural sem a publicacéo
de qualquer ensaio de atividade enzimatica ou funcional (BAUGH et al., 2013).
Portanto, até agora, nenhuma glutamina dependente dimérica foi devidamente
caracterizada e comprovada. Os estudos tradicionalmente relatam as enzimas

NAD sintetases amonia dependentes como homodiméricas.
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Figura 13: ESTIMATIVA DAS MASSAS DE NadEl E NadE2 DE H. seropedicae POR GEL
FILTRACAO.

Esferas negras representam as proteinas padrdo utilizadas para constru¢do da curva de
calibracdo da coluna Superose 6. A massa molecular de cada proteina esta indicada na figura.
Em cinza a estimativa das massas de NadEl e NadE2 de acordo com seus volumes de

eluicdo. A NadE1 possui uma massa molecular estimada de 575 kDa e a NadE2 possui uma
massa molecular estimada de 80 kDa.

[ 15.608 ml 17.987 mAU

200 250 mi

FIGURA 14: PERFIL DE ELUICAO DE NADE2 EM ANALISE DE CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSAO DE MASSA.

A cromatografia foi realizada por gel filtragdo em sistema AKTA-FPLC, a linha dividindo o
grafico marca o volume em mL da eluicdo da proteina NadE2 na coluna Superose 6, de
aproximadamente 15,6 mL. A partir desse valor foi calculada a massa de NadE2 por regresséo
linear de uma curva padréo de proteinas com massa conhecida.
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6.6 ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

O produto da reacdo de NAD sintetase ndo pode ser detectado diretamente,
porém sua forma reduzida NADH possui absor¢do em 340 nm. Portanto, a
melhor opcdo em relacdo a preco e praticidade foi utilizar a enzima alcool
desidrogenase de levedura (ADH) para reduzir o NAD* a NADH produzido pela
NAD sintetase em um ensaio acoplado. Para tanto, a ADH precisa estar em
excesso, pois sua velocidade ndo pode ser limitante da reacédo. Ensaios
preliminares determinaram que 6 U de ADH seria suficientemente saturante,
mesmo valor encontrado por Laskoski (2010). Os substratos da ADH sdo o
NAD™* e o etanol. O sistema de reacao foi preparado e distribuido em placas de
96 pocos e a reacdo foi disparada com a adicdo de NaAD, glutamina ou

amonia.

6.6.1 Curva padrdo de NADH

Nos ensaios de atividade enzimatica, as concentragdes de NADH foram
determinadas a partir dos dados obtidos de aumento na absorbancia. A
absorbéancia foi convertida em concentracdo de NADH a partir de uma
regressao linear da curva padrdo de NADH (FIGURA 15).
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FIGURA 15: CURVA PADRAO DE NADH.

A curva padrdo foi obtida usando o tampdo de reacdo e os componentes usados para a
atividade de NadE1/NadE2 somando-se uma determinada concentracdo de NADH que varia de
0 uM a 500 pM. O valor de absorbancia DOs40 (0,16) com concentragdo 0 uM de NADH foi
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considerado branco da reagéo e levando em conta o volume da reagdo de 300pL. A curva
gerou uma equagado para converter a absorbancia obtida em quantidade de produto formado na
reacao.

6.6.2 Atividade enzimatica da enzima NadE2 de H. seropedicae

Para verificar a atividade in vitro da NadE2 foram realizados ensaios de
atividade segundo Laskoski (2010). A absorbancia final foi diminuida da inicial,
dividida pelo tempo de reacdo em segundos e depois dividida pela massa em
mg de proteina. Foram realizados ensaios com os dois possiveis substratos: 10
mM de glutamina ou 10 mM de amonio. As reacfes foram realizadas com 10
ug de cada enzima. Como controles, a atividade in vitro de NadE2 foi
determinada em paralelo com as enzimas NadEl e NadE2-mutante, que ja
possui sua cinética determinada e ndo apresentou atividade in vitro,
respectivamente (LASKOSKI, 2010). Os sistemas de reacdo foram distribuidos
em microplaca de 96 pocos com 300 uL de reacdo. Os ensaios mostraram que
a atividade de NadE1 esta confirmada como no trabalho de Laskoski (2010) e o
ensaio sem enzima ndo possui atividade, assim como o0 ensaio com a NadE2-
mutante. Interessantemente, a NadE2 sem mutacdes apresentou alta atividade
nos ensaios com glutamina e amoénio. Isso responde nossa pergunta sobre a
estrutura e fungdo de NadE2. Podemos concluir que a enzima NadE2 foi
clonada sem mutacdes, possui atividade in vitro e pode ser purificada na forma
ativa. Portanto, a enzima NadE2 possui massa proxima a massa esperada para
a forma dimérica, diferente da NAD sintetase de M. tuberculosis e sua cinética
deve ser determinada para investigar principalmente sua preferéncia pelos
substratos glutamina e amoénia. A auséncia de atividade da enzima NadE2
descrita por LASKOSKI 2010 €, provavelmente, resultante das alteracdes de

aminoécidos presentes no clone (FIGURA 8)

6.6.3 Cinética de NadE2

Para determinar os parametros cinéticos de NadE2 foram realizados
ensaios de atividade utilizando os substratos glutamina e amonio em intervalos
entre 2,5 - 10000 uM e 50 - 100000 uM, respectivamente. Os outros substratos
foram mantidos em concentragéo saturante. Os resultados de velocidade inicial

e concentracdo de substrato foram analisados por regressao nao-linear e as
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constantes cinéticas foram determinadas pelo programa Prisma 5 (FIGURA
16). Dois experimentos independentes foram realizados para a determinacao

do Km aparente e Vmax para a glutamina e para o amonio.
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FIGURA 16: VELOCIDADE INICIAL E CONCENTRACAO DE SUBSTRATO PARA A
DETERMINACAO DE PARAMETROS CINETICOS.

Ensaios realizados utilizando 62 mM TrisHCI pH 8,5, 20 mM de MgCI2, 20 mM KCI, 10 mM
DTT, 10 mM de ATP e 1 mM de NaAD+ e 5 ug de NadE2. Em A, variacdo do substrato
glutamina de 2,5 uM a 0,01 M. A barra de erros representa a variacao entre dois experimentos
independentes, a linha representa o modelo empregado pelo programa Prism 5 para a
determinacéo dos pardmetros cinéticos. O valor de R? do modelo foi de 0,95. Em B, variagcdo
do substrato aménio de 50 uM a 0,1 M. A barra de erros representa a variagdo experimental
entre duas replicatas, a linha representa o modelo empregado pelo programa Prism 5 para a
determinacéo dos parametros cinéticos. O valor de R2 do modelo foi de 0,84.

Os resultados de cinética obtidos para a NAD sintetase sdo semelhantes
a outras NAD sintetases glutamina-dependentes descritas na literatura, a
preferéncia pelo substrato foi calculada dividindo os valores de kca/Km das
diferentes enzimas para os substratos glutamina e amonia (TABELA 7).



62

TABELA 6: COMPARACAO ENTRE OS PARAMETROS CINETICOS DAS NAD SINTETASES DE H. SEROPEDICAE E OUTROS

ORGANISMOS
Substrato Preferéncia
Organismo o Km (MM) Keat (S7%) Keat/Km (1. mM™?) de Referéncia
variavel
substrato
P + + + - -
Mycobacterium tuberculosis Amon!a 20£2 3001 0,15+0,02 2,8-vezes | LaRonde-LeBlanc, Resto e
Glutamina 1,3+0,1 0,55+0,01 0,42 + 0,03 GIn>NH3; Gerratana, 2009
oni + + +
Thermotoga maritima Amon!a 0,33+0,1 0,24 £ 0,04 0,7+0,3 0 Resto, Yaffe e Gerratana,
Glutamina| 0,42 +£+0,05 | 0,288 + 0,006 0,68 + 0,08 GIn= NH3 2009
. Amoni ,03+0,01 ,09 + 0, - .
Thermus thermophilus mon!a 0,03+0,0 0,09:£0,03 3 S0-vezes De Ingeniis et al., 2012
Glutamina| 0,73 +0,19 0,04 £+0,01 0,06 NHs>GIn
Herbaspirillum seropedicae Amonia 5,7+0,61 0,051 + 0,001 0,009 + 0,0001 9-vezes )
. Laskoski et al.,2016
NadE1l Glutamina| 0,37 £0,08 0,03+0,02 0,08 + 0,02 GIn> NH;
Herbaspirillum seropedicae Amonia 0,3+0,09 0,11 +£ 0,05 0,36 £ 0,01 3,2-vezes
. Este trabalho
NadE2 Glutamina| 0,13 £0,02 0,015+0,01 1,16 £ 0,05 GIn> NH3
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No trabalho de Resto e colaboradores (2009) o efeito da temperatura foi
determinado para a NAD sintetase de T. maritima. O 6timo de temperatura para
a atividade dessa enzima foi de 80°C. Isso pode ser explicado pelo ambiente
em que T. maritima vive. No entanto ndo s6 a atividade é maior como a
preferéncia pelo substrato glutamina é modificada de acordo com a
temperatura. Na temperatura de 37°C, usada para a medicdo da atividade de
NAD sintetases de bactérias patogénicas, a cinética de T. maritima fica como
mostrado na tabela, os valores cinéticos para amdnio e glutamina sdo préximos
0 que nos leva a concluir que ndo ha preferéncia. Porém, quando o ensaio é
realizado a 80°C a reacdo com glutamina fica 20% mais rapida que a aménio
dependente (LARONDE-LEBLANC; RESTO; GERRATANA, 2009).

Nesse mesmo trabalho, uma andlise filogenética separou as NAD
sintetases glutamina dependente em 3 grupos filogenéticos distintos A, B e C.
O grupo A que inclui as actinobactérias e proteobactérias patogénicas,
proteobactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas de planta, verrucomicrobiota
associada a humanos, proteobacterias de solo e clostridia. Grupo B com os
organismos eucaridticos, em grupo C estdo representados por extremdfilos
como thermatogae, aquificae, deinococcus-thermus, assim como fixadoras de
nitrogénio e bactérias nitrificantes como azotobacter e nitrospira. A NAD
sintetase de T. maritima pertence ao grupo C. E os autores propdem ainda que
as NAD sintetases do grupo C representam a forma mais ancestral de todas as
NAD sintetases glutamina-dependentes. Isso porque o grupo C contém
organismos como T. maritima que sdo considerados ramos evolutivos muito
antigos de procariotos, o que reforca a hipétese de que no grupo C estdo as
NAD sintetases ancestrais das glutamina dependentes homo-octaméricas. E
evidéncias moleculares apontam que as glutamina dependentes surgiram a
partir das amoénia dependentes (DE INGENIIS et al., 2012). Considerando isso,
pode-se especular que as glutamina dependentes diméricas poderiam
representar um grupo ancestral das homo-octaméricas.

A preferéncia de substrato, calculado a partir da divisao entre 0s Kca/Km
de NadE2 para a glutamina e para o amoénio, mostrado na TABELA 7 para
NadE2 de H. seropedicae é semelhante a de M. tuberculosis. No entanto os
kcat/Km absolutos sdo diferentes: a NAD sintetase de M. tuberculosis possui o

7z

kca/Km maior e, portanto, € mais especifica em catalisar a reagcdo com a
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glutamina que NadE2, porém é menos especifica que NadE2 para aménio. As
duas NAD sintetases de H. seropedicae possuem Kw diferentes para glutamina
e amonio, para ambos os substratos 0 Km € menor que o encontrado para a
NadELl. Isso € interessante pois pode levantar questdes fisiologicas como qual
das NadE de H. seropedicae pode ser mais ativa quando as células séo

cultivadas em diferentes regimes de nitrogénio.

6.6.4 Competicao entre os substratos amoénia e glutamina por LC/MS

As NAD sintetases podem utilizar glutamina ou aménio como substrato,
sabe-se que as NAD sintetases de H. seropedicae possuem dominios
glutaminase e que NadE1l possui coeficiente de especificidade kca/Km para a
glutamina de 7,9 s* uM? e para o aménio 0,02 s** uM. O que significa que a
NadE1l € 9 vezes mais especifica para a glutamina que aménia. Para confirmar
a preferéncia de NadEl por glutamina em relacdo a amonia, experimentos
foram realizados para quantificar a incorporagdo de 1°N marcado em
competicdo com diferentes concentragcdes de “N glutamina. A porcentagem
relativa de incorporagdo de amodnia ou glutamina foi detectada por andlise
LC/MS. Quando 0,2 mM NH4CI foi combinado com 2 mM de glutamina, <5% do
NAD* produzido por NadEl foi originado do aménio como doador de N.
Quando amonio e glutamina foram combinados ambos com 2 mM, somente
18% do NAD™ produzido por NadE1 foi originado do amoénio como doador de N
(FIGURA 17).

Esses resultados confirmam que NadEl de H. seropedicae usa
preferencialmente glutamina como substrato. Mesmo quando a concentracao
de amonio foi 10 vezes maior que glutamina, ainda, aproximadamente 80% do
NAD™* produzido por NadE1 provém da glutamina. Como perspectiva, pretende-
se utilizar o ensaio com LC/MS para investigar a preferéncia de substrato por
NadEz2.
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FIGURA 17: COMPETI(;AO ENTRE AMONIO E GLUTAMINA COMO SUBSTRATO NA
REACAO DE NadE1.

A) Espectro de massa de NAD™ obtido usando glutamina **N como substrato, >N aménio ou
uma mistura de ambos. B) Porcentagem relativa da incorporacéo de °N proveniente do amdnio
comparado com o “N proveniente da glutamina pela NadE1. O célculo foi feito baseado no
aumento da intensidade do pico de m/z 663,01 como descrito em materiais e métodos. O
resultado € um média de dois experimentos independentes e as barras de erro representam a
variacdo experimental.

6.7 PURIFICACAO DE P HISTAG

Os genes gIinB e gInK foram expressas a partir de E. coli BL21 (DE3)
transformada com o plasmideo sem nome e pgInBHs e induzida com IPTG. As
proteinas foram purificadas da mesma forma como descrita no trabalho de
Moure e colaboradores (2012). A GInB e GInK foram eluidas com
aproximadamente 120 mM de imidazol (FIGURA 18). Durante a purificacdo as
proteinas precipitaram, entdo foram centrifugadas a 30000 rpm por 10 minutos.
O rendimento de aproximadamente 7 e 4,5 mg por litro de cultura para a GInB

e GInK, respectivamente.
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FIGURA 18: PERFIL DE ELUICAO DAS PROTEINAS GInB E GInK DE H. seropedicae.

A purificagdo foi realizada injetando o extrato induzido solGvel em coluna Hitrap HP de 5 mL
obtendo aliquotas de 1mL. As proteinas ligadas foram eluidas com gradiente crescente de
imidazol. As fracdes com proteina com maior pureza foram reunidas passadas em desalting.
Analise por SDS-PAGE (15%) e coloragdo com Coomassie Blue.

6.8 ENSAIO DE INTERACAO FiSICA ENTRE NAD SINTETASE E Py

A interacdo fisica entre a proteina NadE1 de H. seropedicae e as proteinas
PIl foi investigada através do ensaio de co-precipitacdo ou pull down usando as
proteinas NadE1-Histag e NadE1 nativa a partir do extrato de inducdo, assim
como com as PlI-Histag e nativas uridililadas ou ndo. Além dos tampdes de
interacdo foram adicionados os efetores 1 mM de ATP, 1 mM de ADP ou 1 mM
de ATP + 1,5 mM de 2-OG. Estes efetores causam mudancas conformacionais
em PIl que podem ser cruciais para a interacdo dela com seus alvos. O
resultado esperadon o caso de interacdo positiva, seria a ligagdo da proteina
isca His-tag na resina magnética, assim como a ligacdo da proteina nativa
(chamada de presa) que também se ligaria na resina por intermédio de
interacdo com a proteina Histag imobilizada na resina. Assim, em caso de
interacdo fisica positiva, seria esperada a visualizagdo de bandas em um gel de
poliacrilamida, referentes as proteinas His-tag (isca) e nativa (presa).

Os primeiros ensaios de interacao foram feitos com 50 ug NadE1-Histag e
20 ug das proteinas GInB e GInK nativas (uridililada e ndo uridililada) testando
a presenca dos detergentes LDAO ou TWEEN 20 a 0,05% (v/v), pois a adicao
de detergentes previne a formacado de ligacbes inespecificas entre a proteina
nativa e a resina. Porém os resultados obtidos ndo mostraram interacdo entre

NadEL1l e PIl para nenhum dos efetores testados (dados ndo mostrados).
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Em seguida foi testada a co-precipitacdo sem a adicdo de detergentes. O
gque se observou foi que as PIl nativas foram capazes de se ligar
inespecificamente na resina o que dificultou a interpretacdo dos resultados.
Vale ressaltar que em experimentos realizados com a proteina GInB na
presenca de ADP, GInB foi precipitada com maior intensidade na resina
guando NadE1-His estava presente em comparacdo aos controles sem a
adicdo da proteina isca NadE1-His (Figura 19). Infelizmente este dados nao
foram reprodutiveis quando diferentes preparacdes de NadE1l-His foram
utilizadas. Também foram realizados testes na condicdo 1 mM ATP com 1,5

mM de 2-OG (dados ndo mostrados).

A ADP B ATP
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

His-NadE1—>_ “ - -

GInB

% % . 8
il e il

GInB-U

FIGURA 19: ENSAIO DE CO-PRECIPITAQAO DE NadE1-HISTAG E GInB NA CONDI(;AO DE
ADP E ATP.

A interacdo foi realizada através de co-precipitacdo em resina carregada com niquel. As
reacOes foram realizadas na presenca de 1 mM de ADP (A) ou 1 mM de ATP (B). As setas
indicam as proteinas identificadas. Linhal, controle adicionando somente NadE1-Histag. Linha
2, controle adicionando somente GInB. Linha 3, controle adicionando somente GInB-uridililada.
Linha 4, co-precipitacéo de NadE1 com GInB. Linha 5, adicionando NadE1 e GInB-uridililada.

A proteina GInK e GInK-uridililada também foi testada nas mesmas
condicbes e nao apresentou co-precipitacdo. Outros ensaios realizados
adicionando 1 mM de glutamina ou 1 mM de DTT também gerou resultados
nao reprodutivos. Porém, nenhuma das modificacdes foi capaz de confirmar a
co-precipitacao de GInB.

Como alternativa foram testados ensaios com tampéao de interacdo nos pH
6,8, pH 7,5 e pH 8,8. Nenhum apresentou co-precipitacado tanto GInB quanto
com GInK (uridilladas ou n&o). Depois de testar todas as condi¢des

exaustivamente a outra alternativa foi utilizar as Pll-Histag com um ensaio de
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co-precipitagdo com extrato de E. coli BL21 (DE3) com superexpressao de
NadE1l nativa. Um ensaio preliminar mostrou que NadE1l nativa ndo foi capaz
de co-precipitar com GInK e GInB-His nas condicdes ADP, ATP e ATP com 2-
OG (dados ndo mostrados).

Outros testes sdo necessarios para investigar se as NAD sintetases
interagem com PII. A NadE2 nao foi incluida nesses ensaios e poderia ser
testada. Alternativamente, ensaios que testem a interacdo in vivo como o
ensaio de duplo-hibrido poderiam ser feitos caso a interacdo in vitro ndo seja
possivel, ou ainda um ensaio de FRET caso a interacdo entre as duas

proteinas seja de baixa afinidade.

6.9 ANALISES DE SEQUENCIA

Sequéncias de NAD sintetases glutamina dependentes dos organismos M.
tuberculosis, H. seropedicae, C. hutchinsonii, T. maritima, B. thailandensis
retiradas do banco de dados Uniprot foram alinhadas usando o programa
ClustalW2 para determinar a identidade e a relacédo filogenética. A proteina que
teve mais identidade com a NadE1 foi a NAD sintetase de M. tuberculosis, com
52,65% de identidade. Enquanto que a NadE2 teve maior identidade com as
enzimas T. maritima, B. thailandensis (aproximadamente 40%). A &arvore
filogenética da FIGURA 20 revela que dentre as sequéncias alinhadas, a
NadEl e a NadE de M. tuberculosis foram aproximadas em um Unico ramo.
Desse ramo parte a NadE de C. hutchinsonii. As NadE de T. maritima, B.
thailandensis formam um dnico ramo, distante do ramo Mt-Hs1, e como um

ramo separado de todos a NadE2.

| ! Hs1
l ch
Hs2
I ™™
1 Bt

FIGURA 20: ARVORE FILOGENETICA DE NAD SINTETASE.

Sequencias de NAD sintetase de Mt, Mycobacterium tuberculosis (AOAOE7XKF2); Hs1, NadE1l
de H. seropedicae (D81S59); Ch, Cytophaga hutchinsonii (Q11SE1l); Hs2, NadE2 de H.
seropedicae (D81X05); Tm, Thermotoga maritima (Q9X0Y0); Bt, Burkholderia thailandensis
(Q2T061) foram obtidas do Uniprot e alinhadas usando Clustaw2. A arvore filogenética foi
construida usando maxima verossimilhanca pelo programa MEGA 6.

Como pode ser observado no alinhamento de sequéncias (FIGURA 21)
ambas as NAD sintetases de H. seropedicae apresentam a triade catalitica de
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hidrélise da glutamina. Os resultados cinéticos concordam com a andlise de
sequéncia de que as duas NadEs podem usar tanto amoénia quanto glutamina
como substrato.

A estrutura de M. tuberculosis revela que as a-hélices 18 e 20 séo
importantes para a organizacdo oligomérica (LARONDE-LEBLANC; RESTO;
GERRATANA, 2009). A sequéncia de NadE1 possui sequencias que alinham a
essas regides com algumas substituicbes, enquanto que NadE2 nédo teve
alinhamento para essas regifes. Estes dados suportam a observacédo de que
NadE2 tem uma organizagdo oligomérica distinta de NadE1. De fato, as NAD
sintetases de C. hutchinsonii e B. thailandensis, também classificadas como
glutamina-dependentes e que tem estrutura cristalografica resolvida, né&o
possuem alinhamento nas regides a-hélices 18 e 20 de M. tuberculosis e
apresentam organizacao oligomérica homo-dimérica.

Os aminoacidos de M. tuberculosis para o tunel de amdnia sao conservados
na NadEl. As duas ainda compartilham a caracteristica de serem octameéricas.
E de se especular que o tinel de amonia para a NadEl seja semelhante
estruturalmente ao de M. tuberculosis, talvez até conectando duas subunidades
diferentes (FIGURA 3). A NadE2 compartilha somente 5 dos 14 aminoacidos
assinalados para o tunel de aménia. Para a NadE de T. maritima, a cinética
demonstrou um pobre sinergismo entre o dominio glutaminase e o sintetase
(RESTO; YAFFE; GERRATANA, 2009). Informac¢des sobre o tunel de ambnia
ou glutamina em NAD sintetases glutamina-dependentes diméricas ainda néo
foram investigados. A determinacdo da estrutura 3D de NadE2 seria importante
para auxiliar a compreensao desta enzima e € uma de nossas perspectivas.

Analisando as mutacdes presentes no clone de NadE2 do trabalho de
LASKOSKI (2010) de H. seropedicae. Das 4 mutacOes, somente duas se
localizam em regifes conservadas: Q475R, nessa posicdo € possivel que a
NadE2-mutante tenha perdido uma regido importante para a atividade
catalitica. Todas as NAD sintetases utilizadas no alinhamento possuem esse
residuo conservado. Acredita-se que a glutamina dessa posicéo é responsavel
pelo sitio ativo do dominio sintetase (LARONDE-LEBLANC; RESTO;
GERRATANA, 2009). Portanto, a mutacdo desse residuo poderia explicar a

auséncia de atividade de NadE2-mutante.
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FIGURA 21: ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DE NAD SINTETASE DE DIFERENTES
ORGANISMOS.

Sequencias de NAD sintetases glutamina dependentes foram retiradas do UniProt e alinhadas
usando ClustalOmega. Mt, Mycobacterium tuberculosis (AOAOE7XKF2); Hsl, NadEl de H.
seropedicae (D81S59); Ch, Cytophaga hutchinsonii (Q11SE1); Hs2, NadE2 de H. seropedicae
(D81X05); Tm, Thermotoga maritima (Q9X0YO0); Bt, Burkholderia thailandensis (Q2T061).
Residuos importantes foram marcados acima baseados em informagfes estruturais de NAD
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sintetase de M. tuberculosis. A triade catalitica do dominio glutaminase é indicada por +;
residuos envolvidos na ligacdo ao NaAD sdo indicados por =; Residuos conservados do tunel
de amobnia séo indicados por *; as muta¢gdes encontradas em NadE2-mutante estdo indicadas
por #. Duas regides a-hélices (18 e 20) estdo sublinhadas e indicadas.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho a NadE2 de H. seropedicae foi clonada com seis
aminoacidos de histidina na por¢cdo N-terminal. A NadE2 anteriormente
caracterizada como nao funcional in vitro (LASKOSKI, 2010), na verdade,
possuia quatro substituicbes de aminoacidos que provavelmente
comprometeram a atividade da enzima. A alteracdo na posicdo 475 do
aminoéacido glutamina, conservado em procariotos, € a mais sugestiva para ter
ocasionado perda completa de atividade da NadE2, pois acredita-se que seja
responsavel pelo sitio catalitico do dominio sintetase (DEVEDJIEV et al., 2001;
SYMERSKY et al.,, 2002). No entanto, ndo ha como estabelecer a influéncia
das outras altera¢cBGes para a atividade catalitica e estrutura da NadEZ2.

Uma andlise de cromatografia de gel filtracdo revelou que a massa de
NadE2 é muito proxima da esperada para a organizacao oligomérica na forma
de dimero. Esse resultado € interessante pois diferencia estruturalmente as
duas NadE presentes em H. seropedicae: a NadE1l possui organizagéo
estrutural homoctamérica, possuindo estrutura e sequéncia semelhantes a
NAD sintetase de M. tuberculosis; enquanto que a NadE2 se encontra em
estado dimérico e possui mais semelhancas em estrutura e sequéncia com as
NadE de T. maritima, C. hutchinsonii e B. thailandensis. Nao ha referéncia para
a organizacdo oligomérica de T. maritima, porém as estruturas submetidas no
banco de dados do PDB de C. hutchinsonii e B. thailandensis demonstram que
€ possivel existir NAD sintetases dimérica que usam glutamina como substrato.

A caracterizacdo cinética de NadE2 revelou que esta proteina possui
preferéncia de substrato para a glutamina na mesma proporcao de NadE de M.
tuberculosis. Embora sutil, ela é semelhante a preferéncia de NadE1 e possui
Kwm inferior a NadE1 tanto para glutamina quanto para amoénio. Outros estudos
sdo necessarios para investigar o papel das duas NadE em H. seropedicae.

Um experimento de competicdo de substrato confirmou a preferéncia de
NadEl por glutamina em relacdo a amoénia, por LC/MS, essa técnica ja foi
aplicada com sucesso para outras amidotransferases (EVANS et al., 2002;
YAMADA et al., 2006). Com a confirmacdo de que NadEl utiliza
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preferencialmente glutamina, torna-se interessante a investigacdo da utilizacao
desse substrato in vivo e a elucidacdo de mecanismos de regulacdo do
metabolismo do nitrogénio (VAN HEESWIJK; WESTERHOFF; BOOGERD,
2013).

A analise de sequéncia demonstrou que 0s aminoacidos presentes no tunel
de amoénia da NadE de M. tuberculosis (LARONDE-LEBLANC; RESTO;
GERRATANA, 2009) estdo presentes também na sequéncia de NadEl, com
algumas substituicdes, sugerindo que a enzima NadE1 além de compatrtilhar a
estrutura octamérica com NadE de M. tuberculosis, pode também possuir a
estrutura do tanel de amdnia inter-subunidade. Informacdes sobre a existéncia
de tanel de amonia nas NAD sintetases diméricas ainda faltam na literatura.
Perspectivas de determinar a estrutura 3D de NadEl e NadE2 poderiam
contribuir no estudo do sinergismo entre os dominios das NAD sintetases e até
mesmo de outras amidotransferases. A NadE de T. maritima possui um pobre
sinergismo entre os dominios glutaminase e sintetase, ou seja, uma parte da
amonia gerada pela hidrélise da glutamina no dominio glutaminase é perdida
para 0 meio por difusdo sem que seja aproveitada pelo dominio sintetase
(RESTO; YAFFE; GERRATANA, 2009). Outros estudos cinéticos de NadE1l e
NadE2 podem aprofundar o entendimento da atividade e funcdo dessas
proteinas.

Para a NadE2, as duas a-hélices 18 e 20 indicadas na FIGURA 21, que
formam contatos para a montagem homo-octamérica, ndo estdo presentes. As
NadE de C. hutchinsonii e B. thailandensis também n&o apresentam essa
regido, reforcando a hip6tese de que essa regido seja a responsavel pela
formacdo da estrutura octamérica. NadE2 de H. seropedicae € a primeira
enzima glutamina-dependente com organizacdo homo-dimérica caracterizada
cineticamente. Pouco se sabe sobre que consequéncias para o metabolismo
essa diferenca pode acarretar.

A presenca de mdultiplas formas de NAD sintetases é um campo
interessante para estudos sobre a origem e evolucdo das NAD sintetases em
procariotos. Acredita-se que as enzimas NAD sintetases glutamina-
dependentes surgiram da fusdo genética dos dominios glutaminase e sintetase,
a partir de um ancestral amoénia-dependente (DE INGENIIS et al., 2012). Esta
hipotese € suportada pela identificacdo em T. thermophilus de uma NAD
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sintetase que pode representar um estagio intermediario evolutivo entre
enzimas amonia e glutamina dependentes, a NadE de T. thermophilus possui
os dominios sintetase e glutaminase em diferentes cadeias polipeptidicas que
se agrupam apos a traducdo para, que forma uma NAD sintetase glutamina-

dependente hetero-oligomérica.

E tentador especular que as NAD sintetases glutamina-dependentes
diméricas seriam um intermediario evolutivo entre NAD sintetases
homodiméricas amonia-dependente e NAD sintetase octaméricas glutamina
dependente como NadEl de H. seropedicae e a de M. tuberculosis. A
caracterizagdo de novas NAD sintetases de diferentes organismos e analises
de bioinformatica podem auxiliar na elucidacdo da histdria evolutiva deste
grupo primitivo de enzimas.

Infelizmente, ndo se pdde confirmar a interacdo de NadE1 com as proteinas
Pu por ensaio de co-precipitagdo. Apesar do resultado negativo, ainda €
possivel que NadE seja alvo de Pi. No ensaio de interagdo a cauda His da
NadEl, utilizada para imobilizar a proteina isca na resina magnética, pode
interferir diretamente na interacdo proteina-proteina. Em ensaios futuros a
NadE2 pode ser testada em ensaio de co-precipitacédo, e avaliada a atividade

enzimatica na presenca de P
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8 CONCLUSAO

A clonagem do gene nadE2 no vetor pET28a foi realizada;

O gene nadE2 de Laskoski (2010) possuia mutacdes que poderiam interferir na
atividade da enzima que ele codifica;

A proteina NadE2-histag foi expressa e resultou em grande quantidade de
proteina do tamanho esperado, aproximadamente 64 KDa;

A proteina NadE1-Histag foi purificada com os mesmos resultados de Laskoski
(2010);

A preferéncia de NadE1 por glutamina foi confirmada em ensaio de LC/MS;
A proteina NadE2 possui km de 0,13 mM para a glutamina e 0,3 para a amonia,;

Outros ensaios precisam ser realizados para determinar como ocorre a
regulacédo de NadE1l e NadEZ2;

NadE2 é a primeira NAD sintetase glutamina dependente nao octamérica
caracterizada cineticamente;

NadE2 possui caracteristicas intermediarias evolutivamente, o que pode lancar
luz nos estudos evolutivos.
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