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RESUMO

As enzimas malicas catalisam a decarboxilacdo oxidativa do malato a piruvato com a
redugdo associada de NAD" ou NADP". Em eucariotos, enzimas malicas citoplasmaticas,
mitocondriais e plastidiais ja foram caracterizadas e apresentam estrutura conservada. Por
outro lado, as enzimas malicas procaridticas, que sdo mais diversas em estrutura, sdo bem
menos caracterizadas. As enzimas malicas tipo MaeB sdo encontradas em bactérias gram-
negativas como Escherichia coli, Sinorhizobium meliloti e Azospirillum brasilense e
possuem uma estrutura multimodular composta por dois dominios caracteristicos, um N-
terminal, responsavel pela atividade malica, e outro C-terminal com homologia as
fosfotransacetilases (PTA), cuja fungdo ndo ¢ bem esclarecida. Em A. brasilente, sao
encontradas duas isoformas de proteinas tipo MaeB, uma NADP'-dependente
(AbMaeBl1), ja caracterizada cineticamente, e outra, como demonstrado pelos resultados
aqui descritos, NAD"-dependente (AbMaeB2). Estudos anteriores demonstraram que as
enzimas tipo MaeB participam de processos metabdlicos essenciais, tendo um papel
central controlando o destino de carbono no n6 metabolico fosfoenolpiruvato / piruvato /
oxaloacetato gracas a capacidade de responderem aos niveis de diferentes metabolitos.
Nesse sentido, no presente trabalho, a enzima malica AbMaeB2 foi purificada e
caracterizada a fim de esclarecer o possivel papel desta enzima no metabolismo de A.
brasilense. Analises de gel-filtragdo sugerem uma massa molecular aproximada de 696
kDa para AbMaeB2, sendo a massa tedrica do monomero estimada em 83 kDa, o que
sugere que essa enzima corresponde a um octamero de alto peso molecular, assim como
observado para a proteina MaeB de E. coli (EcMaeB). Os resultados dos ensaios sobre os
efeitos de diferentes metais na atividade malica de AbMaeB2 indicam que ambos os
metais, Mg®" e Mn?", podem ser utilizados como co-fatores por esta enzima, com
preferéncia por Mn?", o que estd de acordo os resultados obtidos em estudos anteriores
para a MaeB de E. coli e MaeB1 de A. brasilense. Além disso, a ativagao por KClI,
anteriormente relatada para EcMaeB e AbMaeB1, também foi observada para AbMaeB2.
Através dos ensaios realizados para a determinagao dos parametros cinéticos, os valores
de Kwm para os substrados da enzima AbMaeB2 foram estimados em 25,4 mM e 21,9 mM
para L-malato na presenga de NAD" ¢ NADP" saturantes, respectivamente, € 0.8 mM
para NAD" e 1,1 mM para NADP' em concentragdes saturantes de L-malato. Por fim,
dadods preliminares sobre o efeito de diferentes metabdlitos na atividade malica de
AbMaeB2 indicam uma possivel regulagdo desta enzima por acetil-fosfato, ATP e ADP.

Palavras-chave: enzima malica, Azospirillum brasilense, regulagdo do
metabolismo, MaeB



ABSTRACT

Malic enzymes catalyze the oxidative carboxylation of malate to pyruvate with the
associated reduction of NAD" or NADP". In eukaryotes, cytoplasmatic, mitochondrial
and plastidial malic enzymes have already been characterized and have a conserved
structure. On the other hand, prokaryotic malic enzymes, which are more diverse in
structure, are much less characterized. Malic enzymes MaeB-like are found in gram-
negative bacteria like Escherichia coli, Sinorhizobium meliloti and Azospirillum
brasilense and have a multimodular structure composed of two characteristic domains, a
N-terminal domain, responsible for malic activity, and another C-terminal domain with
homolgy to phosphotransacetylases (PTA), whose function in not well understood. In A.
brasilense, two isoforms of MaeB-like proteins are found, the NADP'-dependent
(AbMaeB1), already characterized kinetically, and another, as shown by the results
described here, NAD"-dependent (AbMaeB2). Previou studies have shown that MaeB-
like enzymes participate in essential metabolic processes, playing a central role in
controlling the fate of carbon in the phosphoenolpyruvate / pyruvate / oxaloacetate
metabolic node due to the ability to respond to the levels of different metabolites. In this
sense, in the presend work, the malic enzyme AbMAeB2 was purified and characterized
in order to clarify the possible role of this enzyme in the metabolism of A. brasilense.
Gel-filtration cromatography analyses suggest a molecular mass of 696 kDa for
AbMaeB2. The predicted molecular weight of the MaeB2 polypeptide is 83 kDa, hence,
MaeB?2 is also likely to be arranged in a high molecular weigh oligomer as observed in
E. coli and S. meliloti, likely forming an octamer. The results of tests of metals on the
malic activity indicate that Mg®" and Mn*" are essential to the malic activity of AbMaeB2,
with a preference for Mn?*, in agreement with the results obtained with E. coli MaeB and
A. brasilense MaeB1. In addition, KCl activation, previously reported for EcMaeB and
AbMaeBl1, has also been observed for AbMaeB2. The Ky values for the substrates of the
AbMaeB2 enzyme were estimated to be 25,4 mM and 21,9 mM for L-malate in the
presence of saturating NAD" and NADP™, respectively, and 0,8 mM for NAD" and 1,1
mM for NADP" in saturating concentrations of L-malate. Finally, preliminary data on the
effect of different metabolites on the AbMaeB2 malic activity indicate a possible
regulation of this enzyme by acetyl-phosphate, ATP and ADP.

Keywords: malic enzyme, Azospirillum brasilense, metabolism regulation, MaeB.
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1 INTRODUCAO

As enzimas malicas sdo responsaveis pela decarboxilacdo oxidativa reversivel
do malato a piruvato e CO,, com a redu¢io associada de NAD" ou NADP" (MITSCH et
al., 1998; BOLOGNA et al., 2007). Essas enzimas sao classificadas de acordo com sua
especificidade de ligagdo a coenzima, podendo entdo ser divididas em NAD"-dependentes
(EC 1.1.1.39) e NADP"-dependentes (EC 1.1.1.40).

Os substratos e produtos das enzimas malicas apresentam uma extensa
participagdo em diferentes vias metabolicas, o que justifica a sua ampla distribui¢do
dentro dos dominios da vida. Em eucariotos as enzimas malicas apresentam diferentes
isoformas, sendo encontradas no citosol, nas mitocondrias e nos plastidios. Nesses
organismos, a enzima malica citosolica estd associada, principalmente, a reagdes de
sintese de 4cidos graxos e esteroides através do fornecimento de NADPH para a enzima
acido graxo sintase (GOODRIDGE et al., 1996). Em animais, a enzima malica
mitocondrial fornece NADPH para o metabolismo de neurénios e tecidos tumorais
(MURALI et al., 2017) e em fungos, como em Cunninghamella bainieri e Mortierella
alpina, esta associada com a produgdo e acumulo de lipidios (HAO et al., 2014; HAULB
et al., 2018). Ja em plantas, essas enzimas estdo, principalmente, envolvidas na fixacao
do carbono, na biossintese de aminoacidos e lipidios e na reposi¢do dos intermediarios
do ciclo do acido citrico (TROCONI et al., 2008; SWEETLOVE et al., 2010).

Na maioria dos procariotos sdo encontradas tanto enzimas malicas NAD"-
dependentes quanto NADP*-dependentes. A primeira promove a entrada de carbono
derivado de aminoacidos ou C4 dicarboxilatos na gliconeogénese. A segunda fornece o
poder redutor para sintese de vérios componentes celulares (GOURDON el al., 2000;
FUKUDA etal., 2005). Em Escherichia coli, por exemplo, duas enzimas malicas ja foram
caracterizadas, ScfA e MaeB. ScfA (ou MaeA) é um tetrimero que liga tanto NAD"
quanto NADP", enquanto MaeB ¢, provavelmente, um octimero NADP'-dependente
(BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007). Em Sinorhizobium meliloti, duas
enzimas malicas tipo MaeB foram identificadas. Ambas sdo octameros sendo uma delas
NAD"-dependente (denominada DME - difosforidina dependente de nucleotideos) e
outra NADP*-dependente (denominada TME — trifosforidina dependente de nucleotideo)
(VOEGEL; MITSCH; FINAN, 1999). Ja em Azospirillum brasilense Sp245, além da
proteina MaeB1 NAD"-dependente (AbMaeB1), que compartilha 47% de identidade com
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a MaeB de E. coli, foi verificada, por andlise de sequéncia, a presenga de uma outra
proteina com sequéncia 58% idéntica a MaeB de E. coli (EcMaeB). Codificada por um
gene que esta no plasmideo pl, essa proteina foi denominada de MaeB2 (AbMaeB2)
(ARAUJO, 2018) e ainda nio foi caracterizada.

As enzima tipo MaeB de E. coli ( BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007),
S. meliloti (VOEGELE; MITSCH; FINAN, 1999) e A. brasilense (HUERGO et al., 2020)
possuem um dominio carboxil terminal, de aproximadamente 320 aminoacidos, com
homologia as fosfotransacetilases (PTA). Por se tratar de um dominio grande e levando
em consideracdo que estd presente em varias bactérias gram-negativas, acredita-se que o
dominio PTA deva ter alguma relevancia funcional.

As fosfotransacetilases tem um papel central no chamado “overflow metabolism”,
no qual parte da glicose disponivel no meio ¢ utilizada para produzir acetato: a PTA
converte acetil-CoA e fosfato inorganico a acetil-fosfato e ATP e a acetato quinase (Ack)
converte acetil-fosfato e ADP em acetato e ATP. Na auséncia de glicose, a bactéria utiliza
o acetato disponivel para iniciar o processo reverso, denominado “acetato switch”, e
produzir mais energia (WOLFE, 2005; CAMPOS-BERMUDEZ et al., 2010). Aratjo
(2018) identificou através de analises por LC-MS a atividade PTA das enzimas MaeB de
A. brasilense (AbMaeB1) e E. coli (EcMaeB), mostrando que essas enzimas sdo capazes
de produzir acetil-CoA quando incubadas com Acetil-fosfato e Coenzima A, o que
contrasta com os resultados obtidos por Bologna, Andreo e Drincovich (2007) que ndo
reportaram atividade PTA em seus ensaios. Isso indica que essas enzimas podem
desempenhar um papel muito mais amplo no metabolismo dessas bactérias, atuando nao
somente como um componente chave no ndé metabodlico fosfoenolpiruvato (PEP) /
piruvato / oxaloacetato (OAA) e na relagio NAD(P)H/NAD(P)*, mas também exercendo
uma funcao central no metabolismo do acetato.

Além do possivel papel de fosfotransacetilase da por¢ao C-terminal das enzimas
tipo MaeB, existe a possibilidade desse dominio estar envolvido na regulacdo da atividade
malica dessas enzimas através da ligagdo de efetores como acetil-CoA, glutamato,
aspartato e glucose-6-fosfato (BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007; ZHANG
et al., 2016; ARAUJO, 2018). Em S. meliloti a por¢ao PTA ¢ cataliticamente inativa,
sendo essencial para a oligomerizagdo de MaeB mas ndo para a atividade malica dessa
enzima, o que sugere que esse dominio pode estar envolvido no controle metabolico de
MaeB (HUERGO et al., 2020), uma vez que ndo estd claro como essas enzimas

respondem a tantos metabolitos diferentes . De fato, ambas as isoformas de MaeB de S.
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meliloti (DME e TME) estao sujeitas a regulacao por uma série de metabolitos (MITSCH
etal., 1998). Além disso, Huergo e colaboradores (2020) mostraram que a enzima MaeB
de E. coli ¢ inibida na presenga de acetil-CoA, assim como ocorre com AbMaeB1, sendo
o efeito inibitdrio, nessa ultima, revertido pela adicdo de coenzima A. Esses dados
apontam para o importante papel das enzimas tipo MaeB no metabolismo de procariotos,
contribuindo para o controle da distribuicao do fluxo de carbono entre o anabolismo, o
catabolismo e o suprimento de energia com base no sensoriamento de metabolitos.

Outra funcdo importante das enzimas malicas em procariotos ¢ o seu provavel
papel na fixa¢do do nitrogénio. Driscoll e Finan (1993) construiram mutantes de S.
meliloti deficientes na sintese da enzima malica NAD"-dependente, estes mutantes
desenvolveram noddulos quando inoculados com alfafa, porém, ndo apresentaram
capacidade de fixacdo de nitrogénio. Além disso, Mitsch e colaboradores (2007)
verificaram que a enzima MaeB DME de S. meliloti é essencial para a fixagdo simbidtica
do nitrogénio nesse organismo.

Bactérias do género Azospirillum sdo organismos diazotroéficos que se associam
as raizes de diversas plantas de interesse agricola e ecologico promovendo o crescimento
vegetal (PGPB) e aumentando a produtividade (DOBEREINER e DAY, 1976:
DOBEREINER, 1991; BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). Dentre todas as
espécies ja descritas do género, 4. brasilense ¢ a mais bem estudada (ALMEIDA, 2016),
sobretudo em relacao a fixacao bioldgica do nitrogénio que ¢ um processo altamente
custoso para as células. Sendo assim, vias metabolicas relacionadas a fixacdo e ao
metabolismo de nitrogénio sdo finamente reguladas, tanto a nivel transcricional quanto
pos-traducional (POSTGATE, 1982). Uma vez que estd claro o importante papel da
proteina MaeB no n6 metabdlico PEP / piruvato / OAA, e que existem evidéncias do
envolvimento das enzimas malicas no metabolismo do nitrogénio, fica evidente a
importancia da caracterizagao do papel funcional dessas enzimas para a coordenagdo de

processos metabolicos centrais de E. coli e A. brasilense.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Azospirillum brasilense

Azospirillum brasilense ¢ a espécie mais estudada entre as vinte e trés ja descritas
do género Azospirillum (ALMEIDA, 2016). Bactérias desse género sdao de vida livre e
pertencentes a divisdo das o-Proteobactérias (YOUNG, 1992), sendo ainda
microeardbicas, gram-negativas, curvas e moveis (ECKERT et al., 2001). Sao
organismos diazotréficos capazes de associarem-se com as raizes de diversas plantas de
interesse agricola (DOBEREINER e DAY, 1976; DOBEREINER, 1991; ECKERT et al,
2001) e de importancia ecologica (BASHAN e DE-BASHAN, 2010, DOBBELAERE et
al., 2001). Apresentam assim um grande potencial de uso como biofertilizantes gracas a
sua eficiéncia na fixagdo de nitrogénio e no seu potencial de promover o crescimento
vegetal (bactérias promotoras do crescimento vegetal — PGPB). Isso se deve a produgao
de fitormdnios, como auxinas (PRINSEN et al., 1993), citocininas (TIEN et al., 1979),
etielo (STRZELCZYK et al., 1994), e giberilinas (BOTTINI et al., 1989) por essas
bactérias, além de outros reguladores de crescimento envolvidos no aumento da
capacidade de assimilagdo de nutrientes pela planta em decorréncia da promog¢ao do
crescimento da raiz (DOBBELAERE et al., 2001).

Sao varios os estudos que apontam o uso de Azospirrilum como um promissor
inoculante por apresentarem importantes mudangas fisiologicas e morfologicas nas
plantas inoculadas com estes microrganismos. Estudos como o de Hungria (2011),
mostram um aumento médio de 24% a 30% no rendimento de graos de milho inoculados
com A. brasilense e de 13 a 18% para trigo. Em Setaria viridis, A. brasilense HM053,
uma cepa que excreta amonio, permitiu o crescimento em meio livre de nitrogénio e
promoveu o crescimento do trigo tanto em condi¢des laboratoriais como em campo
(PANKIEVICZ et al., 2015). Tudo indica que este aumento no rendimento gracas a
associacdo com Azospirillum ocorra devido a multiplos mecanismos que atuam
conjuntamente (BASHAN; HOLGUIN. LUZ, 2004).

O nitrogénio ¢ um elemento fundamental para a manutenc¢ao da vida no planeta
por ser necessario para a sintese de proteinas, acidos nucléicos e outras biomoléculas.
Sendo o gés nitrogénio (N2) um componente que constitui 80% da atmosfera da Terra, o
processo de transformagdo do N> em NH3 (forma utilizavel metabolicamente) pelas

bactérias diazotréficas constitui uma importante via através da qual o nitrogénio
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atmosférico pode ser utilizado para a sintese de biomoléculas que contenham nitrogénio
(ZHANG et al., 1997). O fato ¢ que a fixacdao biologica do nitrogénio ¢ um processo
altamente custoso para as cé€lulas, representando um gasto de 16 moléculas de ATP por
molécula de N, fixada. Com isso, vias metabodlicas relacionadas a fixagdo ¢ ao
metabolismo de nitrogénio sdo finamente reguladas, tanto a nivel transcricional quanto
pos-traducional (POSTGATE, 1982). As enzimas malicas do tipo MaeB podem ser uma
peca chave na regulacdo e coordenacdo das vias relacionadas ao metabolismo do
nitrogénio, uma vez que estudos anteriores mostraram que essas enzimas sao essenciais

para a fixacdo deste elemento em S. meliloti (MITSCH et al., 2007).

2.2  ENZIMAS MALICAS

A descarboxilacao oxidativa reversivel do malato a piruvato e CO,, com a redugdo
associada de NAD" ou NADP", ¢ catalisada pelas enzimas malicas (ME) (MITSCH et al.,
1998; BOLOGNA et al.,, 2007). Essas enzimas estdo amplamente distribuidas nos
organismos das principais divisdes bioldgicas, onde realizam a coordenagao de processos
metabolicos centrais e contribuem para o controle da distribui¢do do fluxo de carbono
entre o anabolismo, o catabolismo e o suprimento de energia, atuando como um
componente chave no n6 metabolico fosfoenolpiruvato (PEP) / piruvato / oxaloacetato

(OAA) e na relagao NAD(P)H/NAD(P) (Figura 1).

Acetato
Glicose
¥ @
PEP AcetiI'P
PckA - J, T - /

Piruvato —— Acetil-CoA -
MaeB
Cl S,
_ OAA Citrato

Malato
Fumarato

FIGURA 1: Representacio do n6 metabolico fosfoenolpiruvato (PEP) / piruvato / oxaloacetato
(OAA). Juntamente com a enzima PEP sintase (PpsA), as enzimas malicas formam PEP, o precursor direto
da gliconeogénese, e contribuem para o controle da distribuicao do fluxo de carbono entre o anabolismo, o
catabolismo e o suprimento de energia. Adaptado de BOLOGNA; ANDREO e DRINCOVICH, 2007.
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As enzimas malicas podem ser classificadas de acordo com sua especificidade de
ligacdo a coenzima, podendo entdo ser divididas em NAD"-dependentes (EC 1.1.1.39) e
NAD(P)"-dependentes (EC 1.1.1.40). Em procariotos essa classificagdo também leva em
consideragdo a habilidade dessas enzimas de decarboxilar oxaloacetato (OAA)
(BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007).

Em eucariotos, as enzimas malicas apresentam diferentes isoformas, sendo
encontradas no citosol, nas mitocondrias e nos plastidios. O genoma de vertebrados
codifica um conjunto uniforme de trés enzimas madlicas: uma NADP'-dependente
citosolica (c(NADP-ME) e duas mitocondriais, uma NAD"-dependente (mNAD-ME, EC
1.1.1.28) e outra NADP'-dependente (mNADP-ME, EC 1.1.1.40) (TROCONI, et al.,
2018). As isoformas cNADP-ME e mNADP-ME estao associadas, principalmente, com
a produgdo de NADPH no figado e tecido adiposo para as reagdes de sintese de cadeias
longas de acidos graxos e esteroides pela enzima acido graxo sintase (LOEBER e
DWORKIN, 1994), com a secre¢do de insulina nas células beta-pancreaticas (HASAN et
al., 2015) e no fornecimento de NADPH para o metabolismo de neurdnios e tecidos
tumorais (MURALI et al., 2017). Ja a enzima mNAD-ME ¢ expressa apenas em tecidos
neopléasicos de rapido crescimento e esta envolvida no metabolismo energético
(MOREADITH e LEHNINGER, 1984). Em fungos, como em Cunninghamella bainieri
e Mortierella alpina, a isoforma mitocondrial NADP"-dependente esta associada com a
producao e acumulo de lipidios (HAO et al., 2014). Ja em plantas, dependendo da
espécie, as enzimas malicas apresentam vdrias isoformas distribuidas entre o citosol
(cNADP-ME, 1.1.1.40), plastideos (pINADP-ME, EC 1.1.1.40) e mitocondrias (mNAD-
ME, EC 1.1.1.39). Nesses organismos essas enzimas estdo, principalmente, envolvidas
em respostas de defesa (ALAVAREZ et al., 2013), biossintese de lignina (SCHAAF et
al., 1995), controle do pH citosélico (MARTINOIA e RENTSCH, 1994), regulagdao do
fechamento de estomatos (LAPORTE et al., 2002), fotossintese de plantas com
metabolismo CAM (CUSHMAN, 1992) e C4 (DRINCOVICH et al., 2010; SAIGO et al.,
2013), fixacdo do carbono, biossintese de aminoacidos e lipidios e na reposi¢ao dos
intermediarios do ciclo do écido citrico (TROCONI et al., 2008; SWEETLOVE et al.,
2010).

Nos procariotos sdo encontradas enzimas malicas NAD"-dependentes e NADP*-
dependentes. Essas enzimas fazem parte do n6 metabolico PEP / piruvato / OAA, que
liga a glicolise e a gliconeogénese ao ciclo dos acidos tricarboxilicos (SAUER e

EIKEMANNS, 2005). As NAD"-dependentes promovem a entrada de carbono derivado
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de aminoéacidos ou C4 dicarboxilatos na gliconeogénese, enquanto as NADP'-
dependentes fornecem o poder redutor para sintese de varios componentes e
intermediarios celulares (GOURDON et al., 2000; FUKUDA et al., 2005). Esses
organismos podem ainda codificar multiplas enzimas malicas, com diferentes

propriedades cataliticas e reguladoras (SPAANS et al., 2015).

2.3  ENZIMAS MALICAS EUCARIOTICAS

As enzimas malicas eucaridticas sdo, em sua maioria, homotetraméricas, com
subunidades de 62-68 kDa, apesar de ja terem sido observados heteromeros de duas
subunidades diferentes: subunidade alfa (~60 kDa, ou mNAD-ME1) e beta (~58 kDa, ou
mNAD-ME2) e homodimeros ativos 02 e P2 nas isoformas mNAD"-dependentes de
plantas (TROCONI et al., 2008, 2010) e estrutura dimérica em algumas plantas e em
Tryoanosoma cruzi (IGLESIAS; ANDREO, 1990). Ainda, no figado de pombos,
dependendo do pH, as enzimas originalmente tetraméricas podem formar varios estados
oligoméricos (IGLESIAS; ANDREO, 1990; WEDDING; CANELLAS; BLACK, 1981).

Embora as estruturas terciarias gerais das enzimas malicas eucaridticas sejam
quase idénticas, as conformacdes dessas enzimas variam consideravelmente de acordo
com a ligacdo de diferentes ligantes (HSIEH et al., 2019), incluindo cations, inibidores
analogos ao substrato, cofatores (NAD" ¢ NADP™), o ativador fumarato — em mamiferos
e plantas — e o inibidor ATP — em mamiferos, peixes e Trichomonas vaginalis (XU, et al.,
1999; YANG, 2000; YANG et al., 2002; CHANG e TONG, 2003; TAO et al., 2003).
Vale ressaltar que existem variagdes quanto a regulagao dessas enzimas, ndo havendo um
modelo universal.

A estrutura quaternaria das enzimas malicas eucaridticas possui quatro dominios
(XU et al., 1999) e podem apresentar forma aberta, com sitio ativo exposto a superficie
da proteina, ou forma fechada, protegendo a sitio ativo do solvente. A conformacao
fechada ¢, provavelmente, a conformacao cataliticamente ativa, enquanto a conformagao
aberta parece ser necessaria para a ligagdo do substrato e liberagdo do produto, sendo
possivel a ocorréncia de interconversdes entre as conformacgdes aberta e fechada durante

a catalise (HSIEH et al., 2019).

2.4  ENZIMAS MALICAS PROCARIOTICAS
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Na maioria dos procariotos sdo encontradas tanto enzimas malicas NAD"-
dependentes quanto NADP'-dependentes, que apresentam diferentes fungdes nestes
organismos. Em E. coli, por exemplo, foram identificados dois genes que codificam para
enzimas malicas, uma NAD(P)"-dependente (SfcA) e uma NADP'-dependente (MaeB).
ScfA (ou MaeA) é um tetrimero com subunidades de 64 kDa que liga tanto NAD" quanto
NADP", enquanto MaeB é, provavelmente, um octdmero com massa de 83 kDa por
mondmero NADP*-dependente (BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007). Em S.
meliloti, duas enzimas malicas tipo MaeB foram identificadas. Ambas formam octameros
com estrutura quimérica similar & MaeB de E. coli, sendo uma delas NAD(P)'-
dependente (denominada DME - difosforidina dependente de nucleotideos) e outra
NADP"-dependente (denominada TME - trifosforidina dependente de nucleotideo)
(VOEGELE; MITSCH; FINAN, 1999). J4 em A. brasilense Sp245, além da proteina
MaeB1 NADP"-dependente, um octdmero com mondmeros de 83 kDa, que compartilha
47% de identidade com a MaeB de E. coli, foi verificada, por analise de sequéncia, a
presenga de uma outra proteina com sequéncia 58% idéntica & MaeB de E. coli.
Codificada por um gene que esta no plasmideo pl, essa proteina foi denominada de
MaeB2 (AbMaeB2) (ARAUJO, 2018) e ainda néo foi caracterizada.

As enzimas malicas procaridticas apresentam trés dominios conservados, sendo
dois deles especificos para a atividade malica: dominio N-terminal e o dominio de ligagao
de NAD/NADP", e um terceiro dominio extra carboxil terminal, de aproximadamente
320 aminoacidos e com homologia as fosfotransacetilases (PTA), encontrado
exclusivamente nas enzimas malicas tipo MaeB de algumas bactérias gram-negativas
como E. coli (BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007), S. meliloti (VOEGELE;
MITSCH; FINAN, 1999; MITSCH; COWIE; FINAN, 2007), e A. brasilense (HUERGO
et al., 2020) (Figura 2).
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Escherichia coli

Dominio Dominio de
N-terminal ligagao NAD*

SfcA NAD*-d

0 125 250 375 500 625 759

Dominio Dominio de T
N-terminal  ligacdo NAD(P)* Dominio PTA

MaeB NAD(P)*-d

FIGURA 2: Dominio das enzimas malicas SfcA e MaeB de Escherichia coli. O dominio N-terminal e o
dominio de ligagdo de NAD+/NADP+ sdo conservados na maioria das enzimas malicas. O dominio extra
carboxil terminal (dominio PTA) ¢ encontrado exclusivamente nas enzimas malicas tipo MaeB de algumas
bactérias gram-negativas, como E. coli, S. meliloti ¢ A. brasilense. Adaptado de BOLOGNA; ANDREO e
DRINCOVICH, 2007.

Muitas enzimas malicas procaridticas requerem um cation divalente para sua
atividade (Mg?" ou Mn?") (CHANG e TONG, 2003) e apresentam controle alostérico por
metabolitos chaves. A atividade malica da enzima MaeB de E. coli ¢ inibida por acetil-
CoA, oxaloacetato e fumarato, e ativada pelos aminoacidos glutamato e aspartato,
glucose-6-fosfato e acetil-fosfato; enquanto SfcA ¢ ativada apenas por aspartato e inibida
por acetil-fosfato, coenzima A, OAA e palmitoil-CoA (BOLOGNA, ANDREO e
DRINCOVICH, 2007). O mesmo se aplica as enzimas malicas tipo MaeB de S. meliloti,
que também apresentam regulacdo por diversos metabolitos (BOLOGNA, ANDREO e
DRINCOVICH, 2007; VOEGELE et al., 1999).

A regulacao por derivados de acetato em ambas as enzimas malicas de E. coli,
observada por Bologna, Andreo e Drincovich (2007), chama a atengao sobretudo no caso
do acetil-fosfato, que parece ser um sinalizador global nessas bactérias. Em determinadas
condigdes fisiologicas, altas concentracdes de acetil-fosfato fazem com que a isoforma
NADP"-dependente apresente atividade aumentada, o que pode indicar que esse
metabolito pode mediar um sinal para indugdo ou repressao das atividades malicas das
enzimas de E. coli (BOLOGNA, ANDREO e DRINCOVICH, 2007). Além disso, a
ativagcdo de MaeB por aminoacidos e fosfato de agucar indica que a enzima ¢ mais ativa
na presenca de ligagdes de alta energia (acetil-fosfato) e atesta sua participagdo na
gliconeogénese (glutamato e aspartato) (BOLOGNA, ANDREO e¢ DRINCOVICH,
2007).

Huergo e colaboradores (2020) avaliou o efeito de diferentes metabolitos sob

concentragdes fisiologicamente relevantes na atividade malica da MaeBl1 de A.
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brasilense. Os resultados mostraram uma forte ativacao na presenga de KCl e glutamina,
forte inibicdo na presenga de acetil-fosfato (inversamente ao que foi observado para
EcMaeB por Bologna, Andreo e Drincovich (2007)) e coenzima A e baixa inibicdo em
ensaios com ATP e 2-oxoglutarato combinados. A ativagdo por KCI ja havia sido
reportada para a MaeB de E. coli (BOLOGNA, ANDREO e DRINCOVICH, 2007) e a
inibicdo por coenzima A previamente caracterizada para todas as enzimas tipo MaeB,
com excecdo de DME de S. meliloti (BOLOGNA, ANDREO e DRINCOVICH, 2007;
VOEGELE et al., 1999). Por fim, foi reportada forte ativacdo de AbMaeB1 e EcMaeB
por L-glutamina (HUERGO et al., 2020), um metabdlito cujos niveis de concentragcdo
intracelular atuam como um importante sinal para regular a expressao de genes e a
atividades de enzimas centrais no metabolismo do nitrogénio (DIXON et al., 2004;

HUERGO et al., 2013; HUERGO e DIXON, 2015; HEESWIJK e al., 2013).

2.5  ENZIMAS MALICAS TIPO MaeB E O DOMINIO PTA

As enzimas malicas tipo MaeB de muitas bactérias gram-negativas possuem um
dominio extra na regido C-terminal com homologia as fosfotransacetilases (PTA). Trata-
se de um dominio relativamente grande de aproximadamente 320 aminoacidos que, em
E. coli, possui 31% de similaridade com a proteina EutD (que esta envolvida na utiliza¢ao
de etanolamina) e 29% de identidade com a proteina PTA deste organismo (BOLOGNA;
ANDREO; DRINCOVICH, 2007).

A presenca do dominio PTA nas enzimas malicas tipo MaeB de E. coli e A.
brasilense chama atencdo, uma vez que as enzimas PTA convertem acetil-CoA e fosfato
inorganico a acetil-fosfato e ATP (ROSE et al., 1954). Esse composto atua doando
fosforil para proteinas reguladoras de sistemas de dois componentes, servindo, portanto,
como um regulador global (AZAM et al.,, 1999; BENNETT e HOLMS, 1975) e
provavelmente desempenhando um papel central em varias vias do metabolismo dessas
bactérias. Além disso, as fosfotransacetilases tém um papel central no chamado “overflow
metabolism”, no qual parte da glicose disponivel no meio ¢ utilizada para produzir
acetato: a PTA converte acetil-CoA e fosfato inorganico a acetil-fosfato e ATP e a acetato
quinase (Ack) converte acetil-fosfato e ADP em acetato e ATP. Quando a glicose acaba
no meio, a bactéria utiliza o acetato disponivel produzido para iniciar o processo reverso,

denominado acetato switch, e produzir mais energia (WOLFE, 2005; CAMPOS-
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BERMUDEZ et al., 2010). Nesse cenario, o dominio PTA das enzimas EcMaeB e
AbMaeB poderia ter algum envolvimento em vias similares (ARAUJO, 2018).

As fosfotransacetilases (PTA; EC 2.3.1.8) podem ser divididas em duas classes
diferentes, sendo uma delas denomina PTA I (com aproximadamente 350 aminoacidos
de comprimento) e a outra de PTA II (com aproximadamente 700 aminoacidos de
comprimento) (BRISMADE e ESCALANTE-SEMENERA, 2007). Em E. coli ¢
encontrada a enzima PTA II, que possui trés dominios conservados: um p-loop contendo
NTPase na por¢do N-terminal — onde ocorre a ligagdo do nucleotideo fosfato —, um
dominio com fun¢do desconhecida denominado DRTGG e um terceiro compartilhado
pelas fosfato acetil/buratil transferase no final da por¢ao C-terminal. Ja a PTA I apresenta
apenas o ultimo dominio, sendo este, portanto, associado a atividade catalitica da enzima
(CAMPOS-BERMUDEZ et al., 2010).

As enzimas MaeB de E. coli e de A. brasilense contétm o dominio com
homologia a enzima PTA na por¢do C-terminal. Segundo ensaios preliminares realizados
por Aragjo (2018), essa porcao, aparentemente, ¢ capaz de catalisar a reagdo direta de
conversao de acetil-CoA a acetil-fosfato, o que indica que essas enzimas podem
desempenhar um papel muito mais amplo no metabolismo desses organismos. Além
disso, segundo Bologna e colaboradores (2007), o dominio PTA pode estar associado a
regulacdo da atividade malica de EcMaeB por diferentes metabolitos. Os autores
sugeriram que os efetores acetil-CoA, glutamato, aspartato e glucose-6-fosfato interagem
alostericamente com o dominio PTA dessa enzima, uma vez que mutantes com dele¢ao
deste dominio ndo sdo afetados por esses metabdlitos. Por fim, o controle da atividade
malica de EcMaeB pode estar associada ao papel da cauda PTA na oligomerizagdo, onde

a associacdo dos dois dominios deve facilitar o controle metabolico de EcMaeB

(BOLOGNA, ANDREO, DRINCOVICH, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar enzimaticamente e funcionalmente a enzima malica MaeB2 de 4. brasilense.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

v' Expressar e purificar a proteina MaeB2 de A. brasilense.

<\

Caracterizar a atividade malica da enzima MaeB2 de A. brasilense.

v" Determinar Ky para os substratos ¢ o efeito de potenciais reguladores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS

As bactérias e plasmideos que foram utilizados neste trabalho estao listados na

Tabela 1.

TABELA 1: BACTERIAS E PLASMIDEOS

Escherichia coli Genotipo/fendtipo Referéncias
BL21 (\DE3)  hsdS, gal(Aclts 857 indl Sam7 nin5 lacUV5-  Sambrook et al.,
T7 gene 1) 2001
DHI0B Smr ; F’ [proAB+ lacZM15] Invitrogen

Plasmideos

pET-MaeB Amp'; Expressa MaeB de Escherichia coli  Bologna, Andreo e
com cauda 6x His C-Terminal Drincovich, 2007
pGAMaeB Km'; pET29a, expressa MaeB de Aratijo, 2018
Azospirillum brasilense
Km'"; pET28a, expressa MaeB de

pGAMaeBHis  4zospirillum brasilense com cauda His N- Aratjo, 2018
Terminal
pFGTEV- Amp'; expressa MaeB2 de Azospirillum Gentilmente cedido
brasilense com cauda His N-Terminal por Fernanda
MaeB2 .
Gravina

42  CONDICOES DE CULTIVO

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio liquido Luria-Broth (LB)
(SAMBROOK et al., 1989), a 37 °C sob agitacdo, sendo mantida a relagdo 1/5 de volume
de meio para volume total do frasco.

O meio LB apresenta a seguinte composicao:

Extrato de levedura 5S¢/l
Cloreto de sodio (NaCl) 10 g/L
Triptona 10 g/L

Para cultivo de E. coli em meio solido foi utilizado o meio LA (meio LB com a

adigdo de 15 g/L de 4gar) e as placas mantidas a 37 °C.
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43  ANTIBIOTICOS

Os antibioticos que foram empregados e suas respectivas concentragdes finais sao:
canamicina (Km) 10 pug/mL, ampicilina (Amp) 250 pug/mL, estreptomicina (Sm) 30
pg/mL e acido nalidixico (Nal) 20 pg/mL. As solucdes estoque dos antibidticos foram

preparadas como descrito por Sambrook et al. (1989) e mantidas a 4 °C.

44  PURIFICACAO DE DNA PLASMIDIAL

A extragdo de plasmideos foi realizada segundo o método de lise alcalina
(SAMBROOCK et al., 1989). A partir de uma cultura de E. coli em meio LB, crescida
durante a noite a 37 °C e sob agitagdo constante, foi coletado 1,5 mL de cultura saturada
para obtengdo do pellet celular por centrifugacdo a 13.000 rpm por 1 minuto (MiniSpin
Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 300 pL de
tampao GET (50 mM de D-glucose, 25 mM de Tris-HCI pH 8,0 ¢ 10 mM de EDTA pH
8,0) suplementado com RNAse A (100 pg/mL). Em seguida, as células foram lisadas pela
adi¢cdo de 300 pL de solu¢ao de lise (0,18M de NaOH e 1% (p/v) de SDS) e
homogeneizagdo por inversdo, ficando incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos.
A solugao foi neutralizada pela adicdo de 300 uLL de Kacf (3 M de acetato de potéssio e
1,8 M de acido formico) e incubagao em banho de gelo por no minimo 5 minutos. Por
fim, foram adicionados 200 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), as
amostras homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex e entdo centrifugadas a 13.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante contendo o plasmideo foi transferido para um tubo
novo onde foram adicionados dois volumes de etanol absoluto para precipitacdo em
banho de gelo por 5 minutos, sendo as amostras obtidas por centrifuga¢dao a 13.000 rpm
por 10 minutos. Apos o descarte do sobrenadante, as amostras foram lavadas com etanol
80% (v/v), centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos, secas em temperatura ambiente e

ressuspensas em 30 pL de dgua ultrapura autoclavada para armazenamento a -20 °C.
45  TRANSFORMACAO BACTERIANA POR CHOQUE TERMICO

As células termocompetentes foram preparadas segundo (CHUNG; NIEMELA;
MILLER, 1989) e as aliquotas (200 pL) armazenadas a -80 °C. Para a transformagao, as
células competentes foram mantidas no gelo por aproximadamente 10 minutos antes do
procedimento para descongelarem e o DNA de interesse, previamente purificado, foi

entdo adicionado a mistura de células — que apos serem mantidas em gelo por 30 minutos,
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foram submetidas a um choque térmico por aquecimento a 42 °C por 2 minutos. Uma vez
transformadas, as células foram ressuspensas em 1 mL de LB e recuperadas por 40

minutos a 37 °C, sendo em seguida plaqueadas em meio LA com antibidtico adequado.

4.6 ELETROFORESE DE DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose horizontal conforme
descrito por SAMBROOK et al. (1989), sendo o DNA visualizado ap6s tratamento com
brometo de etideo (0,5 pg/mL) em transiluminador de luz ultravioleta. O perfil

eletroforético foi registrado fotograficamente pelo sistema UVP.

4.7 EXPRESSAO DA PROTEINA MaeB2 DE A. brasilense

A expressao da proteina MaeB2 de A. brasilense foi realizada em células E. coli
BL21 contendo o plasmideo pFGTEV-MaeB2, que direciona a sintese de uma proteina
recombinante com uma cauda de histidina N-terminal. As células foram inoculadas em 400
mililitros de meio LB, contendo antibiotico, a 37 °C até atingirem D.O.s00 0,5-0,7 quando
era entdo adicionado 0,5 mM de isopropil-f-D-tiogalactosideo (IPTG) a cultura, que foi
novamente incubada a 20 °C overnight, sob agitagao constante. O pellet celular foi obtido
por centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 minutos a 4 °C e entdo armazenado a -20 °C ou
imediatamente ressuspenso em tampao de sonicagdo (100 mM de KCI, 50 mM de Tris

HCI pH 8,0 e 20 mM de imidazol).

4.8  PURIFICACAO DA PROTEINA MaeB2 DE 4. brasilense

Para purificagdo da proteina AbMaeB2, o pellet de células foi ressuspenso em
tampao de sonicagao (100 mM de KCl, 50 mM de Tris HCI pH 8,0 € 20 mM de imidazol)
e a mistura sonicada no sonicador Heat System, ajustado com pulsos a cada 15 segundos
por 4 minutos, para obtencdo do extrato celular. A fra¢do solivel foi obtida por
centrifugacao (20 minutos, 20.000 x g a 4 °C), carregada numa coluna HiTrap Chelating-

Ni? de 1 mL(GE Healthcare) e eluida com gradiente crescente de imidazol.

49  CROMATOGRAFIA DE GEL-FILTRACAO

A cromatografia de gel-filtragdo analitica foi realizada em coluna Superose 6

10/30 (GE Healthcare) em tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, KCI 100 mM e glicerol 5%
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(v/v). A coluna foi calibrada com os seguintes marcadores de massa molecular (Bio-Rad):
Tiroglobulina (158 kDa); ovalbumina (44 kDa), mioglobulina (17 kDa) e vitamina B12
(1,3 kDa). A corrida e a purificagdo das proteinas foram realizadas a temperatura

ambiente em fluxo de 0,5 mL por minuto.

4.10 DOSAGEM DE PROTEINAS

As proteinas purificadas foram quantificadas pelo método Bradford
(BRADFORD, 1976), segundo especificacdoes do Reagente de Bradford (Biorad), com
curva padrao de albumina bovina (BSA). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor

de microplacas, em comprimento de ondas de 595 nm.

4.11 ELETROFORESE DESNATURANTE DE PROTEINAS

A eletroforese de proteinas foi realizada sob condi¢des desnaturantes (Glicina-
SDS-PAGE), como descrito por Laemmli (1970). As solugdes estoque utilizadas foram
acrilamida 40%, solu¢ao 2 (1,5 M de Tris HCI pH 8.,8; 0,3% de SDS), solucdo 3 (0,5 M
de Tris HCI pH 6,8; 0,4% de SDS), persulfato de amodnio 10% (v/v) em agua, tampao de
amostra (2% SDS; 10% glicerol; 0,01% azul de bromofenol; 0,0625 M Tris HCI pH 6,0
e 5% de B-mercaptoetanol) e tampao de corrida 10X (30 g de This-Base, 140 g de Glicina
e 10 g de SDS por litro). A concentracao de acrilamida do gel foi de 12,5% e o sistema
de corrida utilizado foi o vertical, de acordo com as recomendagdes do fabricante
(Biorad), por cerca de 40 a 120 minutos e de 100 a 200 V. As amostras proteicas aplicadas
no gel foram preparadas pela adicdo de 7 uL de tampao de amostra (2% SDS, 10%
glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 0,0625 M Tris HCl e 5% de B-mercaptoetanol) para
12 uLL de amostra e aquecimento a 100 °C por 5 minutos. Apos a corrida, o gel foi corado
em solucao contendo 0,25% de Coomassie Breilhante R-250, 50% de metanol e 10% de

acido acético.
4.12 ENSAIOS DE LC-MS

Os ensaios de LC-MS foram utilizados para identificar/quantificar os substratos e
produtos da atividade malica da cauda PTA das enzimas malicas tipo MaeB. A mistura
para a reagdo direta (formagao de acetil-P) foi composta por 20 mM de Tris-HCI pH 8,0,
5 mM de MgCl,, 0,1 mM de ditiotreitol (DTT), 5 mM de KH2PO4 ¢ 0,1 mM de Acetil-

CoA. Ja a mistura para a reacao sentido formacao de Acetil-CoA continha 20 mM de
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Tris-HCI pH 8,0, 5 mM de MgCl, 0,1 mM de DTT, 1 mM de Coenzima A e 10 mM de
acetil-P. As reagdes foram incubadas a 30 °C e disparadas pela adi¢cdo de 0,1 uM de
MaeB. Aliquotas de 40 uL das reagdes foram coletadas nos tempos de 2, 5, 10, 20, 30 e
60 minutos, sendo imediatamente adicionados 10 pL de 4cido acético 10% (v/v) gelado
para interrup¢do das reagdes. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10
minutos, sendo o sobrenadante resultante coletado e colocado em vial para analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — do inglés High Performance Liquid
Chromatography).

4.13 ATIVIDADE MALICA DE AbMaeB2 IN VITRO

As medicdes de absorbancia para monitoramento das reacdes dos ensaios de
atividade malica de AbMaeB?2 in vitro foram realizadas em microplacas de 96 pogos a 30
°C e a absorbancia monitorada usando um leitor de microplacas Tecan Infinite F200 para
detectar a formacao ou consumo de NADH ou NADPH. A atividade foi monitorada por
10 minutos e as velocidades iniciais foram calculadas a partir do slope do tempo vs
absorbancia a 340 nm ao longo da faixa linear de cada ensaio.

A descarboxilacao oxidativa de L-malato por AbMaeB2 foi medida em tampao
com volume final de 0,3 mL contendo 50 mM de Tris HCI pH 8,0, 100 mM de KCI, 5
mM de MgCly, 0,5 mM de NADP" ou NAD" ¢ 0,5 uM de AbMaeB2 (considerando a
massa monomérica), sendo a reacdo disparada pela adi¢do de 10 mM de L-malato. No
caso do controle, ao invés de L-malado, foi adicionada 4gua ultrapura autoclavada a
reacdo. As constantes de Michaelis-Menten de L-Malato, NADP® ¢ NAD" foram
determinadas variando suas concentragdes, enquanto outros componentes permaneceram
em concentragdes inalteradas (50 mM de Tris HCI pH 8,0, 100 mM de KCI, 5 mM de
MgClz e 0,5 pM de AbMaeB2). Os parametros cinéticos foram calculados pelo menos
em duplicata usando o programa GraphPad Prism 8.0.

A reacdao malica reversa de AbMaeB2 (conversao de piruvato a L-malato) foi
testada em tampdo contendo 100 mM de Tris HCI pH 8,0, 5 mM de MgClI2, 100 mM de
KCl, NADPH ou NADH 0,1 mM, MgCl,, 0,1 mg/mL de BSA, 10 mM de piruvato, 10
mM de KHCO;3 ¢ 0,2 uM de AbMaeB (considerando a massa do mondmero). As reagdes
foram disparadas pela adi¢ao de 0,1 mM de NADPH ou NADH.

A atividade mélica de AbMaeB2 foi ainda avaliada na presenca de diferentes

mertabolitos em concnetracdes proximas a faixa fisioldgica descrita para E. coli (Bennett
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et al., 2009); Acetil-CoA 1 mM, Coenzima A 1 mM, 2-oxoglutarato 2 mM, Acetil-fosfato
2 mM, glutamina 5 mM, ATP 2 mM e ADP 2 mM.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  PURIFICACAO DE AbMaeB2

A proteina MaeB2 de A. brasilense foi expressa células de E. coli BL21 a partir
de um plasmidio com sistema pTEV, que direciona a sintese de uma proteina
recombinante com uma cauda de histidina N-terminal. As células foram lisadas por
sonica¢do em banho de gelo e a fragdo soltivel do extrato foi utilizada para purificar a
proteina MaeB2 usando cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Chelating-Ni"
(GE Healthcare). A proteina foi eluida com gradiente crescente de imidazol (Fig.1).
MaeB?2 eluiu entre 50 a 200 mM de imidazol, sendo as fragdes com maior grau de pureza
e concentragdo aparentes coletadas, dialisadas para a retirada do excesso de imidazol,

aliquotadas e armazenadas a -20 °C ou imediatamente utilizadas nos ensaios de atividade.

MW FS FI NL L Gradiente de imidazol

<«— AbMaeB2

14.4

FIGURA 3: Perfil eletroforético da purificacio de AbMaeB2His. A fracdo solavel total obtida na
sonicagio foi carregada na coluna HiTrap Chelating-Ni*2 de 1 mL, sendo coletadas as fragdes do ndo ligado
e de lavagem. A faixa de gradiente de eluigdo foi de 0,05 a 1 M de imidazol em tampao contendo 50 mM
de Tris HCI pH 8,0 e 100 mM de KCI. As amostras foram coletadas a cada 1 mL, sendo 12 pL de cada
amostra aplicados e analisados em géis SDS-PAGE 12,5%, corados com comassie blue. As fragdes com
maior grau de pureza e concentragdo aparentes foram coletadas para didlise. A seta indica as bandas de
eluicdo de AbMaeB2His. MW — marcador de massa molecular; FS — fracdo soltvel; FI — fragdo insoluvel;
NL — ndo ligado; L — lavagem.

52  CROMATOGRAFIA DE GEL-FILTRACAO

A fim de determinar o estado de oligomerizagdo da enzima MaeB2 de A.
brasilense, foi realizada uma analise por cromatografia de gel-filtragdo da proteina
purificada. Para isto, foi utilizada a coluna Superose 6 10/30 (GE Healthcare) equilibrada
com tampao contendo 50 mM Tris HCI pH 8,0, 100 mM de KClI e glicerol 5% (v/v) e

calibrada com as proteinas: tiroglobulina (158 kDa); ovalbumina (44 kDa), mioglobulina
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(17 kDa) e vitamina B12 (1,3 kDa). Em seguida, AbMaeB2 purificada foi carregada na
coluna, sendo a cromatografia realizada em temperatura ambiente com fluxo de 0,5 mL
por minuto.

A proteina AbMaeB2 eluiu num volume de 12,08 mL, indicando uma massa
molecular aproximada de 696 kDa (Fig. 2A e B). A massa tedrica do monoémero ¢ de 83
kDa, o que sugere que essa enzima corresponde a um oligdmero de alto peso molecular
(provavelmente um octimero com massa espearada de 664 kDa), assim como observado
para as proteinas tipo MaeB de E. coli (BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007),
S. meliloti (VOEGEL; MITSCH; FINAN, 1999) e MaeB1 de A4. brasilense (HUERGO et
al., 2020).
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S v S vae in

kDa = A = = e
A 97 <€ AbMaeB2
AbMaeB2 66
v

S A 45
< 3.0 I\
ot ‘:
£ 1.0 / \ 3
= \
[ [
w -1.0 [N
% L\ 20,1
2 3.0 [\
2 { ;
5 sofl / \/ i
§ \/\.,/\\J \
e i VN

0.0 5.0 100 150 20.0 250 30.0

Volume de elui¢do (mL)

B s
y =-0,176813x + 1,330683
AbMaeB2 R? =0,969897

6- 696 kDa Gama-globulina

- O, 158kDa )

a Thyroglobulina . 3 Mioglobina

e 670 kDa ~-q _ 17kDa

B 4 Ovalbumin “& -

S 44 kDa "

@ ®

] Vitamina B12
2 1,3 kDa
0 T T L) 1
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80

Kav

FIGURA 4: Anilise da eluicio de AbMaeB2 em cromatografia de gel-filtracdo. (A) Perfil de eluigdo
de AbMaeB2 em coluna Superose 6 previamente equilibrada com tampao contendo 50 mM de Tris HCI
pH 8,0; 100 mM de KClI e 5% de glicerol. (B) Grafico da relag@o entre o Log da massa vs Kav ((Ve-Vo)/(Vi-
Vo)) dos padrdes de massa molecular (BioRad) e da proteina AbMaeB2.
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Estes dados suportam que a proina MaeB2 de 4. brasilense provavelmente
apresenta uma organizacao semelhante a MaeB de E. coli, contendo dois dominios
especificos para a atividade malica: dominio N-terminal ¢ o dominio de ligagao de
NAD+/NADP+, e um terceiro dominio extra carboxi terminal, que possui homologia com

a enzima fosfotransacetilase (PTA).

53 AbMaeB2 UTILIZA TANTO NAD" QUANTO NADP" COMO COENZIMAS

Ensaios iniciais foram realizados para detectar a atividade malica de AbMaeB?2 in
vitro. Para tanto, a proteina purificada foi misturada com 35 mM de L-malato em uma
reacao contendo 50 mM Tris HCI pH 8,0, 100 mM de KCI, 5 mM de MgCl; e 0,5 mM de
NAD" ou NADP". A atividade malica da enzima foi determinada medindo a formacio de
NADH ou NADPH a 340 nm, sendo as reagdes monitoradas por 10 minutos e as
velocidades iniciais calculadas a partir do slope do tempo vs a absorbancia a 340 nm ao
longo da faixa linear de cada ensaio. Na presenca de ambas as coenzimas se observou um
aumento na absorbincia, sendo que nos ensaios com NAD" observou-se uma rapida
formacgao de NADH (nmol/s), enquanto um menor aumento foi detectado na formagao de
NADPH (nmol/s). Estes dados sugerem que AbMaeB2, provavelmente, pode utilizar
ambas as coenzimas como aceptoras de elétrons (NAD(P)*-dependente) (Figura 3),

porém com uma possivel preferéncia por NAD".
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FIGURA 5: Atividade de AbMaeB2 na presenca de NAD" e NADP*. (A) A atividade de AbMaeB2 foi
determinada mensurando o aumento da absorbancia (340 nm) em razao do tempo. (B) analise da formagao
de NADH ¢ NADPH (nmol/s). A faixa linear dos dados obtidos em A foi utilizada para determinar a
velocidade inicial da atividade de AbMaeB2 na presenga de 35 mM de L-Malato e 0,5 mM de NAD" ou
NADP".

A reagdo malica reversa (carboxilagdo do piruvato a malato) de AbMaeB2
também foi testada usando 30 mM de piruvato, 30 mM de NaHCO3 ¢ 0,1 mM de NAD"*
como substratos e incubando as reagdes a 30 °C. No entanto, nenhuma alteragao
significativa na absorbancia foi detectada (ndo mostrado). Sendo assim, AbMaeB2 parece
ndo ser capaz de converter piruvato em malato nas condi¢des de ensaio semelhantes as
testadas paraa TME MaeB de S. meliloti (VOEGELE et al., 1999), assim como observado
para a enzima MaeB de E. coli (BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007) e MaeB1
de A4. brasilense (HUERGQO, et al., 2020), que apresentam baixa atividade reversa.
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5.4 O EFEITO DE DIFERENTES {ON DIVALENTES NA ATIVIDADE MALICA
DE AbMaeB2

As enzimas mélicas requerem Mn?" ou Mg?" para sua atividade (CHANG e
TONG, 2003). Foram testadas diferentes concentragdes de MgCl, e MnCl> sob
concentragdes saturantes de L-malato (35 mM). Os resultados indicam que ambos os
metais, Mg>* e Mn?*, podem ser utilizados como co-fatores por AbMaeB2, com
preferéncia por Mn?* (Fig. 4), o que esta de acordo com os resultados obtidos para a MaeB

de E. coli (BROWN e COOK, 1981) e MaeBI1 de A4. brasilense (HUERGO et al., 2020).
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FIGURA 6: Efeito dos ions divalentes Mg?" e Mn?*' na atividade malica da enzima MaeB2 de A.
brasilense. A atividade malica foi mensurada na presenca de diferentes concentragdes de MgCl, e MnCl,
¢ 0,5 mM de NAD". Os resultados foram plotados com os valores de atividade especifica (umol/mg™!/min-

1,

Levando-se em consideragdo que as concentragdes intracelulares de Mg?* em
bactérias gram-negativas como E. coli ¢ de 30 mM, cerca de 100 vezes maior que a de
Mn?* (0,3 mM) (GOTTO, 1982), optamos por utilizar Mg?>* 5 mM para todos os ensaios
de atividade subsequentes. Essa concentracao foi determinada com base na inibig¢ao
detectada na presenca de concentragdes muito superiores a S mM, o que também foi
observado para EcMaeB (BOLOGNA, ANDREO, DRINCOVICH, 2007). Também, esta
concentracdo foi a mesma utilizada nos ensaios anteriormente realizados com a enzima
MaeB1 de A. brasilense, o que facilita uma analise comparativa entre a atividade das duas

enzimas.
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55 A ATIVIDADE MALICA DE AbMaeB2 E ATIVADA POR KCl

A ativagdo da atividade malica por KCl foi relatada anteriormente para a enzima
MaeB de E. coli (BOLOGNA, ANDREO, DRINCOVICH, 2007) e para a MaeB1 de 4.
brasilense (HUERGO et al., 2020), sendo a atividade méxima dessas enzimas detectada
em tampao contendo 100 mM de KCI. Da mesma forma, AbMaeB2 se mostrou muito
mais ativa em tampao contento K™ em comparag¢do com Na' (dados ndo mostrados). Dado
que a concentracdo de 100 mM de KCl se assemelha mais as condi¢des fisioldgicas in
vivo (SCHULTZ e SOLOMON, 1961) e considerando que esta mesma condi¢ao foi usada
para estudo da enzima malica MaeB1 de A. brasilense, a mesma concentracao foi

utilizada em todos os ensaios subsequentes.

5.6 DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS DE AbMaeB2

A atividade das enzimas malicas representa uma reacdo chave na distribuicao de
carbono entre as reacdes glicoliticas ou gliconeogénicas e para o fornecimento de
intermediarios do ciclo do acido citrico ou de substratos que entram no metabolismo
central via acetil-CoA (BOLOGNA, ANDREO, DRINCOVICH, 2007). Em procariotos,
a sintese de piruvato a partir da decarboxilagdo oxidativa do malato pelas enzimas tipo
MaeB alimenta a gliconeogénese e fornece o poder redutor para reagdes biossintéticas
(WANG et al., 2011). A reagdo de AbMaeB1 e EcMaeB ¢ inibida na presenca de acetil-
CoA. Assim, a producao de piruvato por MaeB ¢ mais elevada apenas quando acetil-CoA
encontra-se em baixos niveis (HUERGO et al., 2020).

O Kwm para L-Malato das enzimas MaeB ¢ de 3,4 mM para E. coli (BOLOGNA,
ANDREO e DRINCOVICH, 2007), 2,6 mM para S. meliloti (VOEGELE et al., 1999),
3,8 mM para Corynebacterium glutamicum (GOURDON et al., 2000) e 2,9 mM para
MaeB1 de 4. brasilense (HUERGO et al., 2020). Como a faixa de concentragdes
intracelulares de malato medidas em E. coli sob diferentes regimes de carbono ¢ de 1,7 a
3,4 mM (BENNETT et al, 2009), e considerando que a faixa de concentracdes
fisiologicas para o mesmo substrato em outras bactérias gram-negativas como A.
brasilense corresponda ao mesmo padrao, esses dados apontam um provavel papel central
das enzimas tipo MaeB na distribui¢do de carbono no né metabolico fosfoenolpiruvato /

piruvato / oxaloacetato nesses microrganismos, onde a atividade das enzimas tipo MaeB
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seriam reguladas por variagdes nas concentragdes celulares do substrato de acordo com o
Kwm da enzima.

A fim de estimar os parametros cinéticos da enzima AbMaeB2 e assim determinar
seu possivel papel no metabolismo de A. brasilense, curvas de concentragdo de substratos
foram realizadas como mostrado nas figuras SA-D. Uma resposta hiperbdlica tipica de
Michaelis-Menten foi observada nas analises cinéticas realizadas quando plotadas as
velocidades iniciais contra as concentragdes crescentes de L-malato. Os valores de Ky e
Vmax para este substrato foram mensurados na presen¢a de concentragdes saturantes de
NAD" ou NADP" (3 mM). Na presenga de NAD", o Ky para o L-malato foi estimado em
25,4mM e a Vimax em 119,8 nmol/s. Ja na presenca de NADP* como coenzima, o Ky para
o L-malato foi estimado em 21,9 mM e a Vimax em 22,4 nmol/s (Figura 5, A e B). Esses
valores de Km para L-malato se apresentaram muito maiores do que os valores
fisiologicos, sendo ainda bem superiores quando comparada com as outras enzimas tipo
MaeB anteriormente estudadas e descritas na literatura.

A necessidade de ligagdo de algum metabdlito como co-fator regulatorio poderia
justificar a baixa afinidade de AbMaeB2 pelo L-malato. As isformas de MaeB
encontradas em S. meliloti (DME e TME), E. coli (EcMaeB) e 4. brasilense (AbMaeB1)
estdo sujeitas a regulagdo por uma gama de metabolitos (BOLOGNA, ANDREO,
DRINCOVICH, 2007; VOEGELE et al., 1999; HUERGO et al., 2020). Em E. coli, por
exemplo, a atividade de MaeB ¢ afetada por oxaloacetato, fumarato, glicose-6-fosfato,
aspartato, acetil-CoA e acetil-fosfato, sendo que este ultimo, quando em altas
concentragdes, aumenta a atividade malica da enzima (BOLOGNA, ANDREO,
DRINCOVICH, 2007), o que indica que a enzima € mais ativa na presenca de ligacdes
de alta energia. Outra possibilidade ¢ de que essa enzima seja inibida pelo produto — como
ocorre com as enzimas DME e TME de §. meliloti, que sdo inibidas por piruvado e
NAD(P)H (VOEGEL; MITSCH; FINAN, 1999) — ou tenha atividade reduzida na
auséncia de algum outro fator necessario a regulagdo e ativacdo da atividade maélica.
Ensaios de pull-down realizados por Gerhardt e Colaboradores (2020) indicaram que a
enzima MaeB1 de A. brasilense interage com a proteina PII GInZ, uma proteina
transdutora de sinais que estd diretamente relacionada com a regulagdo do metabolismo
de nitrogénio. Dados preliminares também sugerem que a enzima AbMaeB2 interage com
a proteina regulatoria GInZ (dados ndo mostrados). Esta interagdo pode indicar um ponto

de controle para ajudar o metabolismo do carbono com a assimilacdo de nitrogénio em A.
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brasilense. Uma investigacdo mais detalhada seria necessaria para se confirmar esta

hipotese.
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FIGURA 7: Determinacdo dos parametros cinéticos de AbMaeB2. A velocidade inicial (Vo) foi plotada contra as
contragdes de L-Malato, NAD" ou NADP". A atividade malica foi mensurada na presenga de 3 mM de NAD" ou NADP" (A

e B, respectivamente) e 35 mM de L-Malato (C e D).

O Ky € a Vimax para NAD' e NADP" também foram estimados, sob concentragdes
saturantes de L-malato (35 mM), apresentando valores para Ky de 0,8 mM e Vimax 83,1
nmol/s para NAD" e Ky de 1,1 mM e Vimax de 42,5 nmol/s para NADP" (Figura 5, C e
D). Estes dados suportam a hipdtese de que AbMaeB2 utiliza preferencialmente NAD*
como substrato, uma vez que as concentracdes fisiologicas determinadas para estas
coenzimas em E. coli ¢ de 2,6 mM e 2,1 uM para NAD" ¢ NADP", respectivamente
(BANNETT, 2009). Assim, o Ky de 0,8 mM para NAD" estaria levemente abaixo da
concentracdo considerada fisiologica para este metabodlito, permitindo a atividade da
enzima em condigdes fisiologicas. Por outro lado, o Ky de 1.1 mM para NADP™ estaria
cerca de 500x acima da concentragdo celular deste metabolito, portanto, a enzima
provavelmente ndo opera usando NADP" em condigdes fisiologicas. Além disso, o Ky

para NADP" de AbMaeB2 estd bem acima dos reportados na literatura para outras
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enzimas malicas NADP"-dependentes (Tabela 2). Apesar do Ky para NAD' de AbMaeB2
também estar acima dos valores determinados para outras enzimas NAD-dependentes
descritas na literatura (Tabela 2), ele ainda ¢ menor que a concentragdo celular estimada
para este substrato. Vale ressaltar que as enzimas reportadas na Tabela 2, em muitos
casos, tém uma regulagdo complexa e, portanto, o Ky pode variar na presenca de

ativadores e inibidores.

TABELA 2: COMPARACAO DOS VALORES CINETICOS DE KM ESTIMADOS PARA AS
ENZIMAS TIPO MAEB DE BACTARIAS GRAM-NEGATIVAS

Organismo — proteina Valores’

Knvnap© Knvnapp™
Escherichia coli — ScfA 68,8 uM 1 mM
Escherichia coli — MaeB ND 41,5 uM
Azospirillum brasilense — MaeB1 ND 157 pM?
Azospirillum brasilense — MaeB2 800 uM? 1,1 mm?
Sinorhizobium meliloti — DME 89 uM 1,56 mM
Sinorhizobium meliloti — TME ND 33 uM

! Valores cinéticos de Ky estimados para diferentes enzimas mélicas tipo MaeB. Fonte: Brenda Database
(THOMPSON; SANDERS; MCDONALD et al., 2017).

2 Fonte: Huergo et al., 2020.

3 Este trabalho.

A ocorréncia de duas isoformas de enzimas méalicas em bactérias gram-negativas,
uma NADP"-dpendente e outra NAD(P) -dependente, foi reportada anteriormente para
E. colie S. meliloti. Em E. coli a enzima SfcA é um tetrimero que liga tanto NAD™ quanto
NADP", enquanto MaeB ¢, provavelmente, um octimero NADP"-dependente
(BOLOGNA; ANDREO; DRINCOVICH, 2007). Ja em S. meliloti, tratam-se de dois
octdmeros com estrutura quimérica similar a MaeB de E. coli, sendo uma delas NAD(P)"-
dependente (DME) e outra NADP"-dependente (TME) (VOEGEL; MITSCH; FINAN,
1999). Os resultados aqui descritos, em conjunto com os dados obtidos por Huergo e
colaboradores (2020), sugerem que no caso de A. brasilense a enzima AbMaeBI1 seria
uma isomorfa dedicada em utilizar NADP" enquanto a AbMaeB2 seria dedicada na
utilizagdo de NAD"

Assim, semelhante ao descrito em E. coli e S. meliloti, A. brasilense também opera
seu metabolismo com uma enzima malica especifica para NADP' e uma segunda com

forte preferéncia para NAD'. Andlises comparativas de alinhamento multiplo de
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sequéncias mostram que as regides de ligagdo de NAD(P)" sdo caracterizadas por um
sequéncia rica em glicina (GXGXXG), que ¢ consenso para ligacdo de fosfato. Foi
descrito na literatura que sitios de ligagdo para NADP" costumam apresentar como
caracteristica dois residuos de alanina separados por 3 aminoacidos (XGXXAXXXA),
enquanto residuos de glicina sdo preferidos em enzimas NAD'-dependentes
(SCRUTTON; BERRY; PERHAM, 1990; WIERENGA; MAEVER; HOL, 1995). O que
¢ possivel observar pela analise de sequéncia € que as enzimas de A. brasilense nao
seguem exatamente esta regra, porém, na enzima AbMaeB1 hd um maior nimero de
alaninas neste sitio (GAGAAGIA) em relacdo a AbMaeB2 (GGGAAGIA) o que poderia
explicar a preferéncia por NAD" da segunda enzima (ARAUJO, 2018).

Com base na modulagio da atividade das enzimas malicas NAD(P) -dependentes
SfcA de E. coli e DME de S. meliloti por multiplos efetores, estas enzimas aparentam
desempenhar uma func¢do importante na regulacdo dos niveis de intermedarios do ciclo do
acido citrico por serem capazes de responder aos niveis de diferentes metabdlitos como
acetil-CoA, acetil-fosfato, fumarato, succinato e aspartato (BOLOGNA; ANDREO;
DRINCOVICH, 2007; VOEGEL; MITSCH; FINAN, 1999). Sendo assim, AbMaeB2
pode desempenhar um papel semelhante no metabolismo de A4. brasilense.

De maneira geral, assume-se que as enzimas malicas procaridticas NADP*-
dependentes fornecem o poder redutor para a biossintese de varios componentes
celulares, enquanto as NAD"-dependentes promovem a entrada de carbono derivado de
aminoacidos ou C4 dicarboxilatos na gliconeogénese (FUKUDA et al., 2005). Nesse
cenario, as duas isoformas de MaeB observadas em A. brasilense (AbMaebl (NADP"-
dependente) e AbMaeB2 (NAD(P)'-dependente)) poderiam ter fungdes distintas no
metabolismo do carbono dessa bactéria sob determinadas condig¢des fisiologicas. Quando
as bactérias estdo usando acetato como fonte de carbono, os niveis de acetil-CoA sdo
baixos. Sob essa condi¢do, AbMaeB1 ¢ ativa e pode produzir piruvato a partir de malato,
fornecendo piruvato para a gliconeogénese ¢ NADPH para as reacdes biossintéticas
(WANG etal., 2011; HUERGO et al., 2020). Por outro lado, em condigdes de altos niveis
de acetil-CoA, a atividade de AbMaeB1 ¢ fortemente inibida (HUERGO et al., 2020).
Assim a atividade de AbMaeB2 pode ser importante quando MaeB1 estd menos ativa. E
provavel que AbMaeB2 tenha maior importancia no metabolismo fornecendo NADH

para o metabolismo oxidativo e contribuindo para a obtencao de energia.
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5.7 EFEITOS DE DIFERENTES METABOLITOS NA ATIVIDADE MALICA DE
AbMaeB2

Muitas enzimas malicas procarioticas apresentam controle alostérico por
metabolitos chaves. A atividade malica da enzima MaeB de E. coli, por exemplo, ¢ inibida
por acetil-CoA, oxaloacetato e fumarato, e ativada pelos aminoacidos glutamato e
aspartato, glucose-6-fosfato e acetil-fosfato; enquanto SfcA ¢ ativada apenas por
aspartato e inibida por acetil-fosfato, coenzima A (CoASH), oxaloacetato e palmitoil-
CoA (BOLOGNA, ANDREO e DRINCOVICH, 2007). O mesmo se aplica as enzimas
malicas tipo MaeB de S. meliloti, que sdo inibidas por oxaloacetato e pelos produtos:
piruvato, bicarbonato e NAD(P)H, sendo que DME ¢ também inibida por derivados de
CoA. Em contrapartida, ATP, ADP, fumarato, succinato, aspartato e frutose-1,6-bifosfato
estimulam a atividade de DME (VOEGELE et al., 1999). Com base nisso, foram
realizados ensaios iniciais, como mostrado na figura 7, nos quais foram testados os efeitos
de diferentes provaveis efetores, em concentragdes fisiologicas relevantes, na atividade
malica de AbMaeB2. Os dados foram analisados utilizando o test-t (GraphPad Prism 8.0),
sendo as probabilidades <0,05 aceitas como significativas.

Diferentemente do que foi relatado para a MaeB de E. coli, DME de S. meliloti e
para a MaeB1 de 4. brasilense, AbMaeB2 ndo apresentou diminui¢ao da atividade malica
quando submetida a ensaios com acetil-CoA, mas sim um leve aumento (embora nao
significativo) (Fig. 7). Huergo e colaboradores (2020) mostraram que este metabolito
altera o Kym das enzimas AbMaeB1 e EcMaeB para L-malato, tendo um efeito inibitorio,
0 que sugere que as enzimas tipo MaeB podem funcionar como sensores de acetil-CoA,
controlando a distribui¢ao de carbono no né metabolico PEP / piruvato / oxaloacetato de
acordo com a disponibilidade desse metabolito. No mesmo trabalho, foi demonstrado que
essa inibicdo em AbMaeBl1 ¢ revertida por coenzima A, implicando que essa enzima ¢
capaz de detectar a razao acetil-CoA/CoASH. No entando, quando testadas concentragdes
de coenzima A, também nao foi possivel detectar nenhuma alteracao significativa na
atividade malica de AbMaeB2 (pvalue >0,05) (Fig. 7).

Dos demais provaveis efetores testados, apenas os ensaios contendo acetil-fosfato,
ATP e ADP apresentaram alteragdes significativas (pvalue < 0,05) na atividade malica
de AbMaeB2, promovendo uma aparente diminui¢ao da atividade (Fig. 7). Esse efeito
chama ateng¢ao sobretudo no caso do acetil-fosfato, que parece ser um sinalizador global

em bactérias gram-negativas como E. coli. Em determinadas condicdes fisiologicas, altas
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concentragdes de acetil-fosfato fazem com que a isoforma MaeB dessa bactéria apresente
atividade aumentada, o que pode indicar que esse metabolito pode mediar um sinal para
inducdo ou repressao das atividades malicas das enzimas de E. coli (BOLOGNA,
ANDREO e DRINCOVICH, 2007).

Apesar dos ensaios preliminares com glutamina como efetor ndo terem
apresentado alteragdes significativas na atividade malica de AbMaeB2, a regulacao da
atividade de enzimas tipo MaeB por glutamina parece ser uma propriedade conservada
nessa classe de enzimas, o que sugere uma provavel liga¢do entre o metabolismo do
nitrogénio e do carbono. Dados premilinares (Huergo, comunicacdo pessoal) sugerem
que AbMaeB1 ¢ ativada por glutamina em tampao contendo ions potassio residuais, ndo
sendo possivel obsevar o mesmo efeito em tampao contendo NaCl ou elevada

concentragdo de K.

ADP{_H+

ATP -1}
Glutamina __J}—
Acetil-P -} *

2-0G - 1
CoA 1T ——
Acetil-CoA — I

Controle - —

I T T T T T 1
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MaeB2 Atividade Especifica (umol/mg'l/min'1 )

FIGURA 8: Propriedades regulatorias de AbMaeB2. A atividade malica foi mensurada na presenca de
35 mM de L-Malato e 0,5 mM de NAD". Os resultados foram plotados com os valores de atividade
especifica (umol/mg '/min"). As concentragdes dos efetores indicados no eixo y foram: Acetil-CoA 1 mM,
Coenzima A 1 mM, 2-oxoglutarato 2 mM, Acetil-fosfato 2 mM, glutamina 5 mM, ATP 2 mM e ADP 2
mM. *Os dados foram analisados usando o test-t para comparar par a par o controle com os diferentes
metabolitos (GraphPad Prism 8.0). Probabilidades com valor de p<0,05 foram aceitas como significativas.

Em resumo, os dados preliminares aqui apresentados sugerem uma provavel
regulacdo de AbMaeB2 por acetil-fosfato, ATP e ADP. No entanto, mais ensaios sao
necessarios para determinar se esses efeitos apresentam, de fato, relevancia fisioldgica na

regulagdo da atividade malica da enzima MaeB2 de A. brasilense.
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5.8 O DOMINIO PTA DE AbMaeB2 NAO E CATALITICAMENTE ATIVO

Araujo (2018) identificou através de andlises por LC-MS a atividade direta de
PTA das enzimas MaeB de 4. brasilense (AbMaeB1) e E. coli (EcMaeB), mostrando que
essas enzimas sdo capazes de produzir acetil-CoA quando incubadas com acetil-fosfato e
coenzima A, o que contrasta com os resultados obtidos por Bologna, Andreo e Drincovich
(2007), que nao reportaram atividade PTA em seus ensaios. A atividade catalitica de
formacdo de acetil-CoA foi testada para AbMaeB2 em paralelo com AbMaeBl1
incubando 0,1 pM de proteina em reagdes contendo 20 mM de Tris-HCI pH 8,0, 5 mM
de MgCl,, 0,1 mM de DTT, 1 mM de coenzima A ¢ 10 mM de acetil-fosfato a 30 °C.
Aliquotas foram coletadas nos tempos de 2, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos e analisadas por
LC-MS conforme descrito por Rodrigues e colaboradores (2014) com o objetivo de
identificar/quantificar os substratos e os produtos da atividade PTA. No entanto, nenhuma
atividade de fosfotransacetilase foi registrada para as enzimas MaeB de 4. brasilense
(dados nao mostrados). Sendo assim, novos ensaios devem ser realizados a fim de
determinar se o dominio C-terminal da MaeB2 de 4. brasilense efetivamente apresenta
atividade PTA ou se esse dominio tem papel apenas na regulagdo da atividade malica e

na oligomerizagao correta destas proteinas.
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6 CONCLUSOES

v

v

A enzima malica MaeB2 de A. brasilense purificada neste trabalho ¢ NAD(P)'-
dependente e requer Mg?" ou Mn?" para sua atividade.

A proteina AbMaeB2 parece ser octamérica, formando um oligdbmero de alta
massa molecular.

Os dados dos parametros cinéticos indicam que AbMaeB2 apresenta menor
afinidade pelos substratos L-malato, NADP* ¢ NAD" quando comparada com
outras enzimas malicas de E. coli, A. brasilense ¢ S. meliloti

A atividade da enzima malica AbMaeB2 ¢ ativada por KCl e aparentemente
inibida por acetil-fosfato, ATP e ADP. Porém, mais ensaios sdo necessarios para
determinar se esses efeitos apresentam, de fato, relevancia fisioldgica no controle
da enzima MaeB?2 de A. brasilense

Diferentemente do que foi anteriormente descrito para a enzima MaeB de E. coli
e AbMaeB1, ensaios preliminares indicam que AbMaeB2 nao apresenta inibigao
por acetil-CoA.

Assim como descrito para EcMaeB e AbMaeB1, AbMaeB2 parece ndo ser capaz

de catalisar a reacao reversa de carboxilagdao do piruvato a malato.
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