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Resumo

RESUMO

As peroxidases do citocromo ¢ bacterianas catalisam a reducdo do peroxido de
hidrogénio a 4gua. A sua estrutura, activacdo e os mecanismos de desintoxicacao de perdxido de
hidrogénio tem sido alvo de estudos desde os anos noventa do século XX. Estas enzimas
existem numa grande variedade de organismos, tanto aerébios como anaerébios e protegem-os
do stress oxidativo.

Este trabalho teve como principal objectivo o aprofundamento do conhecimento do
mecanismo de activacdo e catélise da peroxidase do citocromo ¢ (PCc) da bactéria marinha
Ma. hydrocarbonoclasticus. Pretendeu-se compreender melhor os factores de que depende a
activagdo da enzima, e que alteragOes estruturais provocam. Também se pretendeu conhecer
melhor 0os mecanismos que regem a transferéncia de electrdes no meio bioldgico, tendo-se
centrado este estudo na transferéncia de electrdes entre a PCc e o seu parceiro fisiolégico o
citocromo css2. Analisou-se o comportamento electroquimico da PCc com eléctrodos com filme
de proteina e de membrana e utilizaram-se técnicas espectroscopicas.

Iniciou-se o trabalho investigando as condicdes que permitem a bactéria Ma.
hydrocarbonoclasticus, sobreexpressar a peroxidase do citocromo c. Esta optimizagdo permitiu
confirmar que o FNR regula a expressdo do gene ccp que codifica para esta enzima.
Caracterizou-se a PCc e investigou-se 0 seu mecanismo de activagdo, o qual exibe
caracteristicas de efeito redox-Bohr. Estudou-se também a cinética da transferéncia electrénica
intermolecular durante a catélise da peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo citocromo Css,
obtendo-se uma constante intermolecular, k, de (8,0+0,4) x 10° M?s™. Investigou-se ainda a
influéncia de condicOes experimentais como o pH ou a forca ionica na catalise mediada. Os
resultados obtidos nas diferentes condicbes foram analisados com base em parametros
termodinamicos e cinéticos, tais como potenciais formais e constantes de velocidades de
transferéncia intermolecular. Usando técnicas electroquimicas obteve-se um pKa de 5,8+0,1 e
um pKy; de 7,5+0,1, usando técnicas espectroscopicas pKa de 5,5+0,1 e um pKa de 8,5+0,1.
Esta diferenca de resultados foi atribuida as diferentes condi¢cdes experimentais iniciais usadas
em cada técnica. A analise dos resultados do estudo da actividade catalitica com a forca i6nica
mostrou que o complexo entre a PCc e o citocromo css; tem natureza hidrofébica. Com base nas
estruturas da PCc e do citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus, usando o algoritmo
computacional BiGGER e o programa Chemera, bem como dados de espectroscopia de
Ressondncia Magnética Nuclear, prop6s-se uma estrutura para o complexo de transferéncia

electrdnica entre as duas proteinas.

PALAVRAS-CHAVE: Peroxidase do citocromo ¢, Mecansimo de activacdo, Citocromo
Css2, Catélise mediada, Complexo de transferéncia electronica.
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Abstract

ABSTRACT

Since the nineties of the twenty century, the structure, activation and hydrogen peroxide
detoxification mechanism of bacterial cytochrome ¢ peroxidase have been studied. These
cytochrome c peroxidase are important in cellular detoxification in bacteria by catalyzing the
reduction of hydrogen peroxide to water, they protect the bacterium from oxidative stress and its
ubiquity reflects its importance.

The main aim of this work was to investigate the activation mechanism and catalysis of
cytochrome ¢ peroxidase from Marinobacter hydrocarbonoclasticus, a marine bacterium, to
improve the knowledge on dihemic cytochrome c peroxidase. With the objective of better
understanding the mechanisms governing the electron transfers in biological system, we have
investigated the electron transfer between the cytochrome ¢ peroxidase and its physiological
partner cytochrome Css>.

The growth conditions of Ma. hydrocanonoclasticus were optimized in order to obtain
large amounts of cytochrome ¢ peroxidase (CCP). This optimization led to the confirmation that
FNR regulates the ccp gene expression which codifies for CCP in this bacteria. The
spectroscopic characterization was described and activation mechanism was investigated. This
mechanism involves a redox-Bohr effect. The electrochemical behaviour of CCP was analyzed
with the proteins adsorbed in the electrode surface (protein film) or entrapped in a membrane
electrode. The kinetics of intermolecular electron transfer during the catalysis of cytochrome ¢
peroxidase mediated by cytochrome cs;; was also investigated and a intermolecular constant, k,
was obtained (8,0+0,4) x 10°® Mst. The influences of experimental conditions such as the pH
or ionic strength was studied by electrochemical and spectroscopic technigques. The results
obtained in the different conditions were evaluated on the basics of thermodynamic and kinetic
parameters. Using electrochemical tecniques a pKa of 5,8+0,1 and a pKa of 7,5+0,1 was
obtained and using spectroscopic tecniques the values were pKa of 55+0,1 and a pKa of
8,5+0,1. These differences were attributed to the inicial experimental conditions of these
tecniques. The analyses of the results revealed that cytochrome css; binds to CCP mainly by
hydrofobic interactions.

Based on CCP and cytochrome css; PDB structures, using the computer algorithm
BiGGER and program Chemera, putative structures for the complex electron transfer between

the two proteins were obtained.

KEYWORDS: Cytochrome c Peroxidase, Activation mechanism, Cytochrome cssy,
Mediated catalysis, Electron transfere complex .
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Figura 1.1 Sequéncia de ADN (NCBI Sequence Referéncia: NC_017067.1) do gene ccp
(VIMSS3521861: Maqu-0372 citocromo c peroxidase 349 aa.) da PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus (140 bases a montante, 1050 pares de base (gene ccp a negrito), 50 bases
ajusante do gene ccp-Maug) onde se destaca a sequéncia de bases nucleicas reconhecida pelo
FNR. A montante do gene ccp, encontra-se a seaquéncia de residuos reconhecidos pelo
regulador FNR, gue esta assinalada por uma caixa (dados retirados de www.microbesonline.org,
acedido a 1 de Fevereiro 2013).

Figura 1.2 Esquema da organizacdo do sistema de maturacdo de citocromos tipo ¢ (Ccm) na
membrana citoplasmatica e da transloca¢do do hemos em bactérias Gram-negativas [112, 113].
O pré-apo-citocromo é transferido do citoplasma para o periplasma translocador SecYEG
(sistema de transporte secretor) e 0 grupo hemo pelo sistema de transporte complexo CcmABC,
CcmD e CcmE. A incorporagdo do hemo no apo-citocromo ocorre em CcmF, usando electrdes
transferidos pela proteina transmembranar DsbD (oxidoreductase dissulfureto). Os sistemas
CcmG e CcmH libertam o citocromo para o periplasma [112, 113]. O sistema de maturacdo de
citocromo tipo ¢, Ccm, é constituido por proteinas membranares ou que estdo ligadas a
membrana (CcmABCDEFGH e DsbD). As setas s&o caminhos do sistema de maturacéo. Figura
adaptada da referéncia 113, 114 e 119.

Figura 1.3 Sequéncia de aminoacidos da PCc de Marinobacter hydrocarbonoclasticus ATCC
49840, onde se destaca 0 péptideo-sinal (caixa cinzenta). Previsdo obtida em
http//www.signalP.4.1 [120].

Figura 1.4 Alinhamento da sequéncia priméaria das peroxidases do citocromo ¢ bacterianas mais
estudadas: Pa, Ps. aeruginosa, Pp, Pa. pantotrophus, Mh, Ma. hydrocabonoclasticus, Ps, Ps.
stutzeri, Rc, Rb. capsulatus, Gs, Gb. sulfurreducens, So, Sw. oneidensis e Ne, Ni. europeae. Os
aminoécidos ligados aos hemos (CXXCH) estdo indicados como hemo E (C-terminal) e hemo P
(N-terminal). A cor cinzenta estdo assinalados os aminoacidos conservados e a vermelho os
semi-conservados. (A) Ligandos H (histidina) e M (metionina) ao ferro hémico, (A) residuos
de cisteina covalentemente ligados ao hemo, (@) ligandos do ido calcio. Figura adaptada das
referéncias [65, 71, 75, 77 e 97].

Figura 1.5 Estruturas da peroxidase do citocromo ¢ de Ps. aeruginosa na forma oxidada (A)
[PDB ID: 1EB7] e no estado de valéncia mista (B) [PDB ID: 2VHD] e de Ni. Europaea (C)
oxidada [PDB ID: 11QC]. HE-hemo de transferéncia electronica, HP-hemo peroxidactico, esfera
verde- ido calcio. As PCc contém dois dominios helicoidais, com um hemo tipo ¢
covalentemente ligado via ligagdes tioeter a um motivo conservado CisXXCisHis. O hemo P
esta no dominio N-terminal e tem a coordenagdo bis-histidina, enquanto o grupo hémico ligado
ao C-terminal tem a coordenagdo metionina-histidina. Figuras preparadas com o software
Accelerys Viewerlite.

Figura 1.6 Posicdo do hemo E, do hemo P e do triptofano 97, bem como do ido célcio na
estrutura cristalina de Rb. capsulatus. A distancia entre os ferros hémicos é aproximadamente
20 A e a distancia entre os grupos propionatos é de 10 A. Os grupos propionatos encontram-se
circundados e o triptofano 97 identificado. Figura retirada da referéncia 65.

Figura 1.7 Sobreposicéo de estruturas de PCc bacterianas. A cor verde apresenta-se a estrutura
da PCc na forma oxidada de Rb. capsulatus (1ZZH) a cor vermelha a estrutura da PCc de Ps.
aeruginosa na forma oxidada (1EB7) e a azul a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus na forma
oxidada (1RZ6). Circundado a preto encontra-se o loop 3. Figura retirada de referéncia 65.
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Figura 1.8 Estrutura da PCc de Ma. hydrocabonoclasticus na (A) forma fechada e sem calcio a
pH 4,0 [PDB: IRZ6] e (B) forma aberta com célcio a pH 5,3 [PDB: IRZ5], onde se mostra a
ampliagdo da cavidade entre os dominios da PCc. Cada hemo esta localizado num dominio (C
ou N-terminal); o triptofano e o célcio (esfera verde na estrutura e a rosa na ampliacdo) estdo
localizados na interface hidrofébica entre os dois dominios. Na forma fechada (A) o hemo P
apresenta uma coordenagdo bis-His, estando a cavidade entre os dominios ocupada por uma
molécula de agua (a vermelho) coordenada com quatro moléculas de &gua e trés residuos
(treonina, aspergina e prolina); o hemo E apresenta uma coordenacdo Met-His. Na forma aberta
(B) 0 hemo P apresenta-se penta coordenado e o0 hemo E apresenta-se hexacoordenado com uma
coordenacdo Met-His e o ido célcio encontra-se coordenado com quatro moléculas de &gua e
trés residuos (treonina, aspergina e prolina). Em (B) indicam-se os loops 1 (aminoacidos 80-92,
circundado a azul), 2 (aminoécidos 105-132, circundado a amarelo) e 3 (aminoacidos 225-257,
circundado a verde) que encontram-se circundados, bem como o hemos (HE- hemo de
transferéncia de electrdes; HP- hemo peroxidactico) e o ido calcio (esfera verde). Asp-acido
aspartico, Asn-aspargina, Thr-treonina, Pro-prolina. As figuras da estrutura tridimensional da
PCc foram preparadas com Accelerys Viewerlite e as ampliagdes (imagens do lado esquerdo)
foram retiradas da referéncia 71.

Figura 1.9 (A) Espectro de absorcdo da PCc de Pa. pantotrophus oxidada (Ox.) e
completamente reduzida (Red). (B) Espectro de absor¢do da enzima (i) oxidada, (ii) ap6s a
adicdo de ascorbato de sodio (PCc em valéncia mista) e (iii) apos a adicdo de CaCl.. Espectros
retirados da referéncia [46].

Figura 1.10 Espectro de RPE da PCc de Pa. pantotrophus (337 uM) oxidada e a varios tempos
apos a incubagdo com ascorbato de s6dio em tampéo fosfato 1 mM (pH 7) com NaCl 10mM, a
temperatura de 8 K. Espectros retirados da referéncia [46].

Figura 1.11 Espectro de 'H-RMN da PCc de Pa. pantotrophus nas forma oxidada (a) e em
valéncia mista (b), na auséncia de célcio. Espectros retirados da referéncia [46].

Figura 1.12 Comparacgéo das estruturas de PCc no estado inactivo (verde) e das estruturas no
estado activo (azul), focando os residuos que envolvem o hemo E e que envolvem o hemo P. A
PCc de Ps. aeruginosa esta representada a verde tal como € isolada (forma inactiva)
(codigo do PDB: 1EB7) e a azul representa-se a PCc de Ni. europaea como ¢é isolada (forma
activa) (codigo do PDB: 11QC). O loop 3 encontra-se circundado a preto. Figura retirada da
referéncia 59.

Figura 1.13 Estrutura da PCc de Ni. europaea como ¢é isolada (forma activa) (cédigo do PDB:
11QC), onde se identificam os loops 1 (aminoacidos 80-92, circundado a vermelho), 2
(aminoacidos 105-132, circundado a amarelo) e 3 (aminoacidos 225-257, circundado a verde)
gue encontram-se circundados, bem como o hemos (HE-hemo de transferéncia de electrdes;
HP-hemo peroxidactico) e o ido calcio (esfera verde). Figura preparada com Accelerys
Viewerlite.

Figura 1.14 Esquema da activagdo e do mecanismo do ciclo catalitico de PCc bacterianas, onde
se apresenta a regeneracdo do citocromo c durante a catalise do peréxido de hidrogénio.
(Esquema adaptado das seguintes referéncias [41, 42, 49, 58, 65, 71 e 76]). E-hemo de
transferéncia electronica, P- hemo catalitico, SA- spin alto, SB- spin baixo e SA/SB- equilibrio
de spins.

Figura 1.15 Mecanismos de inactivagdo de PCc, proposto a partir do composto V. Reacgédo
(1): conversdo do composto IV no composto VI, na presenca de excesso de peroxido de
hidrogénio. Sao possiveis trés caminhos de decomposi¢do do composto VI: (2) reaccdo com o
tetrapirrol, oxidando a porfirina e libertando o i&o ferro; (3) regresso ao estado inicial (composto
V, Figura 1.14); (4) o peroxido de hidrogénio € o doador de electrdes, originando um radical
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peréxido e a regeneracdo do hemo ao estado inicial (composto V, Figura 1.14). Retirado da
referéncia 157.

Figura 1.16 Esquema do mecanismo de inactivacdo de peroxidases, onde se apresenta a
regeneracdo do mediador ¢ e a formacdo de espécies intermedidrias durante a catélise do
peréxido de hidrogénio mediada por peroxidases. O hemo catalitico, circundado, no final do
processo de inactivacdo é novamente regenerado. Esquema adaptado da referéncia 158.

Figura 1.17 Estrutura do dimero do citocromo css, obtida a pH 5,6 (c6digo PDB: CNO) tendo
em conta a (A) estrutura secundéria, (B) os pKa residuos e (C) a os residuos carregados da
superficie. Em (C) a coloragdo azul representa as partes basicas carregadas positivamente na
superfice da proteina e a vermelha representa as partes acidicas negativamente carregadas da
superficie da proteina. Os hemos estéo coloridos a cinzento e azul os ligando hémicos (His 18 e
Met 60). Na estrutura circunda-se a zona do hemo exposta ao solvente. Figura preparada com
Accelerys Viewerlite.

Figura 1.18 Estrutura do dimero do citocromo c de cavalo (cédigo PDB: 1HRC) tendo em conta
a (A) estrutura secundaria, (B) os pKa residuos e (C) a os residuos carregados da superficie. Em
(C) a coloracdo azul representa as partes bésicas carregadas positivamente na superfice da
proteina e a vermelha representa as partes acidicas negativamente carregadas da superficie da
proteina. Os hemos estéo coloridos a cinzento e azul os ligando hémicos (His 18 e Met 80). Na
estrutura circunda-se a zona do hemo exposta ao solvente. Figura preparada com Accelerys
Viewerlite.

Figura 2.1 Cultura da bactéria Gram-negativa Ma. hydrocarbonoclasticus em meio de cultura
liquido, recolhido de um microfermentador de 10 L, apds 3 horas de incubagdo. A morfologia
tipica desta bactéria (bastonetes) pode ser observada nesta imagem obtida com um microscépio
Optico (ampliacdo de 1000 x/1.3 oil Ph3).

Figura 2.2 Esquema do microfermentador de 10 litros onde se efectuaram 0s crescimentos da
bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus.

Figura 2.3 Curva de crescimento da bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus, obtida num
fermentador de 10 L em que (—) representa a percentagem de oxigénio dissolvido registada ao
longo do crescimento e (L) representa logaritmo da densidade Optica a 600 nm ao longo do
tempo. Condigdes de crescimento: lactato 0,8 % (m/V), NaNOs 120 uM, pH 7,5, velocidade de
arejamento 0,2 vwm. A velocidade de agitacdo foi de 150 rpm durante as primeiras 3 horas,
sendo depois reduzida para 50 rpm, o crescimento foi realizado a 30° C durante 42 horas.

Figura 2.4 Esquema geral da purificacdo da peroxidase do citocromo ¢ e do citocromo Css, de
Ma. hydrocarbonoclasticus. Os tampdes indicados referem-se aos tampdes de eluicdo dos
diversos passos cromatograficos.

Figura 2.5 (A) Perfil de elui¢do das proteinas padrdo a 280 nm eluidas com Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5), NaCl 150 mM e CaCl, 2 mM, numa coluna de exclusédo molecular Superdex-200. Os
padrdes usados foram: ferritina (Fe), aldolase (Al), conalbumina (CA), anidrase carbonica (AC),
ribonuclease (R) e aprotinina (AP). (B) Curva de calibracdo obtida a partir do perfil de eluicdo
de (A); linearizacdo do volume de eluicdo (Ve) em funcdo da massa molecular aparente (MM),
Ve =-4,0 LogMM + 21,4 (r = 0,99).

Figura 2.6 Absorvéancia a 552 nm em funcéo do tempo, obtida durante ensaios de actividade da
PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus. As setas indicam 0 momento da adi¢do de PCc, perdxido de
hidrogénio e KsFe(CN)s a mistura reaccional. Inser¢do: linearizacdo do logaritmo neperiano (In)
da diferenca entre a absorvancia a 552 nm (A) e a absorvancia da mistura reaccional totalmente
oxidada (Aoyx), em funcdo do tempo. A actividade do centro catalitico (k) é determinada pelo
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produto do declive da recta (k’) pela concentra¢do do citocromo ¢ € da PCc. Equacdo da recta
(In (A-Axx) = -0,280 t -2,44, r = 0,99). CondicBGes experimentais: citocromo Css; 7 uM,
peroxidase do citocromo ¢ 24 nM, CaCl, 1 mM, em tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5), e
peroxido de hidrogénio (100 uM).

Figura 2.7 Esquema do modelo usado para simular as curvas de absorvancia em fungdo do
potencial.

Figura 2.8 Esquema da célula electroquimica usada neste trabalho.

Figura 2.9 (A) e (B) Preparacdo do eléctrodo de membrana (EMGP), onde sobre a membrana
de dialise (c), depositada em cima do anel de borracha (b) é colocada uma gota de solucdo de
trabalho (d) com ajuda de uma micropipeta (f). (C) Esquema do eléctrodo de membrana: (a)
eléctrodo de trabalho de grafite pirolitica; (b) anel de borracha; (c) membrana; (d) solugdo de
proteina aprisionada, (e) grafite pirolitica. Junto da superficie do eléctrodo a proteina oxidada
recebe electrdes ficando reduzida.

Figura 3.1 Electroforese em condi¢cbes desnaturantes do periplasma de Ma.
hydrocarbonoclasticus, obtido em diferentes condi¢des de crescimentos, realizados para a
optimizacdo da producdo de peroxidase do citocromo ¢ em que foram adicionadas diferentes
concentragdes de nitrato de sddio ao meio de cultura. Gel de poliacrilamaida (12,5%) com
coloragdo para hemos tipo c. Nos géis foram aplicadas amostras em que a relagcdo volume de
periplasma bruto / volume da amostra aplicada no gel é igual. cd; - nitrito reductase, PCc -
peroxidase do citocromo c.

Figura 3.2 (A) Espectros de UV-visivel de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus 3,1 pM em
tampéo Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), no final da purificacdo (—) e na forma reduzida (---) apés a
adicdo de ditionito de sodio. (B) Electroforese em condi¢fes desnaturantes em gel de
poliacrilamaida (12,5%) corado com Azul de Coomassie; P- periplasma, 1- fraccdo de PCc que
eluiu da coluna Source Q, 2- fracgdo de PCc que eluiu da coluna superdex 200, 3- fraccdo pura
de PCc que eluiu da coluna HTP.

Figura 3.3 (A) Espectro de UV-visivel do citocromo css; 4,7 pM em tampé&oTris-HCI 10 mM
(pH 7,6). (—) Espectro do citocromo css; puro e oxidado e (---) espectro do citocromo c
reduzido.(B) Electroforese em condi¢bes desnaturantes em gel de poliacrilamaida (12,5%)
corado com azul de comassie, MM - padrdes de massas moleculares. 1 - frac¢éo de citocromo
Css2 que eluiu da Source Q, 2- fraccdo de citocromo css; que eluiu da Superdex 75, 3 — fracgdo
pura de citocromo css2 que eluiu da HTP.

Figura 3.4 Espectros de UV-visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, a pH 4,5 (A), 5,0
(B), 5,5 (C), 6,0 (D), 6,5 (E), 7,0 (F), 7,5 (G), 8,0 (H) e 8,5 (I). PCc oxidada (—);PCc de
valéncia mista ap6s 1 minuto (---) e 20 min () de incubacéo com ascorbato de sédio (1 mM )
e DAD (5 uM), PCc de valéncia mista apés 1 minuto (——) e 40 minutos (—) de incubac¢do na
presenca de excesso de cloreto de calcio (1 mM). Foi utilizado o tampdo acetato/acido acético
para pH 4,5 e 5,0, tampdo MES para pH entre 5,5 e 6,5, HEPES para pH 7,0, 7,5 e 8,0 e Tris-
HCI para pH 8,5.

Figura 3.5 Espectros de UV-visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, a pH 4,5 (A), 5,0
(B), 5,5 (C), 6,0 (D) e 6,5 (F). Espectros entre 360 nm e 480 nm e espectros entre 590 nm e 690
nm. PCc oxidada (—); PCc de valéncia mista apés 1 minuto (---) e 20 min () de incubacdo
com ascorbato de sodio (1 mM ) e DAD (5 uM), PCc de valéncia mista apés 1 minuto (—) e
40 minutos (—) de incubacao na presenca de excesso de cloreto de célcio (1 mM). Foi utilizado
0 tampdo acetato/acido acético para pH 4,5 e 5,0 e tampao MES para pH entre 5,5 e 6,5.
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Figura 3.6 Espectro de UV-visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus a pH 6,5 (A), 7,0 (B),
7,5 (C), 8,0 (D) e 8,5 (F). Espectro entre 360 nm a 480 nm e espectro de 590 nm e 690 nm. PCc
oxidada (—);PCc de valéncia mista apdés 1 minuto (---) e 20 min () de incuba¢do com
ascorbato de sédio (1 mM ) e DAD (5 uM), PCc de valéncia mista ap6s 1 minuto (——) e 40
minutos (—) de incubacdo na presenca de excesso de cloreto de calcio (1 mM). Foi utilizado o
tampdo MES para pH 6,5, HEPES para pH 7,0, 7,5 e 8,0 e Tris- HCI para pH 8,5.

Figura 3.7 Espectros de RPE da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus em Tris- HCI 10 mM (pH
7,5). No estado oxidado (A), no estado de valéncia mista (B) e no estado de valéncia mista
incubada com excesso de ido célcio (1 mM) (C). Simulacgdo do espectro de RPE da PCc oxidada
(A”), da forma de valéncia mista (B’) e da forma de valéncia mista incubada com excesso de
i0es calcio (C’). Condigdes experimentais: Frequéncia de micro-ondas 9,65 GHz; temperatura 8
K; nimero de varrimentos 3; ganho 2x10°;, modulacdo de amplitude 5 Gpp; poténcia de micro-
ondas, 0,635 mW, atenuagdo 25 dB. Os parametros usados na simulacao (A’) do hemo P foram:
g: = 2,96, gy = 2,29, gx = 1,34 (spin-baixo, S = 1/2) e do hemo E foram g,= 3,39, g,= 2,02,
g«= 0,60 (spin-baixo, S= 1/2). Como existe s6 contribuicdo do hemo P em (B), 0s pardmetros
usados na simulagdo (B’) foram: g, = 2,96, gy = 2,29, gx = 1,34 (spin-baixo, S= 1/2). Para a
simulagdo (C’) foram usados o0s seguintes parametros: hemo HP- (spin-baixo): g. = 2,94, gy =
2,29, 0x = 1,34 e para HP4(spin-baixo, S=1/2) e g, = 2,80, gy = 2,25, gx = 1,54. Na figura estdo
identificados os valores de g e a sua atribuicdo em relacdo aos hemos.

Figura 3.8 Espectros de 'H-RMN de uma solugdo de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus
(827 pM), adquiridos num espectrémetro de RMN Avance a 400 Hz. (A) PCc oxidada, (B) PCc
oxidada apés a adigdo de cloreto de célcio 2 mM e (C) PCc na forma de valéncia mista na
presenca de ides calcio e de ascorbato de sddio 2 mM apds 60 minutos de incubagéo. Condicoes
experimentais: Tampao Tris-HCI 5 mM (pH 7,5), temperatura de 303 K, 10% de D-0.

Figura 3.9 O anel da protoporfirina IX de um hemo tipo c, onde se véem quatro grupos metilo
do anel e os quatro protdes meso (o,B,y € 6). M1-Grupo metilo rodeado a azul, M.- Grupo
metilo rodeado de vermelho, Ms- Grupo metilo rodeado de laranja e Ms- Grupo metilo rodeado
de verde (Nomenclatura da IUPAC-IUB).

Figura 3.10 Espectros de visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus durante a sua reducéo, a
pH 7,5, (A) na presenca e (B) na auséncia de excesso de ides calcio. Em (A) (—) E = +361 mV,
(+—)E =+237 mV,( ") E=+38 mV, (---) E = -124 mV, (—) E = -327 mV. Em (B) (—)
E=+210mV, (—) E=+148 mV,( ") E=+52 mV, (---) E =-128 mV, (—) E = -295 mV.
Condicoes experimentais:PCc 5,4 uM, tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) (no inicio da titulagdo)
na presenca de mediadores e de CaCl, 1 mM.

Figura 3.11 Curvas de titulagdo de oxidacdo-reducéo, seguida por espectroscopia de UV-visivel
(A = 545 nm), da peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus, (A) ap6s a adicdo
de ides célcio e (B) sem adicdo de ides célcio, em tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) na
presenca de mediadores. Titulacdo potenciométrica no sentido da reducédo (@) e no sentido da
oxidacéo (O).

Figura 3.12 Voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de varrimento (10 < v
< 300 mVvs?') da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus 100 uM, num EGPF. Condi¢Ges
experimentais: tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) e cloreto de célcio 1 mM.

Figura 3.13 Variacdo das correntes do pico (A) anddico e (B) catédico com a velocidade de
varrimento. Condi¢8es experimentais: tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM.

Figura 3.14 Variagdo do potencial formal, E, da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus com o
pH, determinada por voltametria ciclica usando um EGPF (E® = - 54 pH + 266, r=0,9).
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Figura 3.15 Voltamogramas de impulso diferencial de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, (100
uM), obtidos com um EGPF em presenca de Ascorbasto de sodio (ImM), DAD (2 uM). (—)
Primeiro, (- --) segundo e (....) terceiro voltamograma consecutivos.. (—) Voltamograma de
impulso diferencial obtido com um eléctrodo de grafite pirolitica onde secou, durante 30
minutos, uma solucdo com Ascorbasto de sodio (ImM), DAD (2 uM) e célcio 1 mM.
Electrélito HEPES 10 mM (pH 7,5) em presenca de cloreto de calcio 1 mM

Figura 3.16 Voltamogramas de impulso diferencial consecutivos de PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus, (100 uM), obtidos com um EGPF, a diferentes valores de pH. Primeiro
(—), segundo (- - -) e terceiro (~~) voltamograma consecutivos. Condi¢bes experimentais:
tampdo MES 10 mM (pH 5,5 e pH 6,0), tamp&o bis-tris-propano 10 mM (pH 6,5), tampé&o
HEPES 10 mM (pH 7,0 e pH 7,5) em presenca de cloreto de calcio 1 mM.

Figura 3.17 Voltamogramas de impulso diferencial de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus
100 uM na auséncia de peroxido (primeiro (—), segundo (----), terceiro (———), quarto (-----) e
0 que antecedeu a adi¢do de peroxido de hidrogénio(-----)) e (- - -) 0S quatro primeiros
voltamogramas consecutivos (1, 2, 3 e 4) ap6s a adigdo de perdxido de hidrogénio 750 puM,
obtidos usando um EGPF. Insercdo: ampliacdo dos primeiros quatro voltamogramas
consecutivos (primeiro (—), segundo (---), terceiro (— — —), quarto (-« ) na auséncia de
peroxido de hidrogénio e do que antecedeu a adicdo de perdxido de hidrogénio (------).
Condigdes experimentais: electrélito de referéncia bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) com CaCl,
1 mM.

Figura 3.18 Voltamogramas ciclicos (Ei= + 0,400 V, E in= - 0,450 V, Ef = + 0,400 V) a
v= 20 mVs! de Ma. hydrocarbonoclasticus 100 uM na (I) auséncia e (II) na presenca de
peroxido de hidrogénio 750 pM, obtidos usando um EGPF. Condigdes experimentais:
electrolito de referéncia bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) com CaCl; 1 mM.

Figura 3.19 Variacdo do potencial catalitico da catalise da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus
com o pH, determinada por voltametria ciclica usando EGPF (Eca = -0,033 pH + 0,152, r = 0,9).

Figura 3.20 Voltamogramas de impulso diferencial consecutivos de PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus (100 puM), obtidos com um EMGP em HEPES 10 mM (pH 7,5).
Primeiro (-), segundo (--) e terceiro () CondicGes experimentais: HEPES 10 mM (pH 7,5) em
presencga de CaCl, 1 mM.

Figura 3.21 Modelo do mecanismo de reducéo/oxidacéo da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus.

Figura 4.1 (A) Voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de varrimento (10 < v
< 200 mVs?) do citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus a 35 uM, num EMGP.
(B) Variagdo das correntes catodicas com a raiz quadrada da velocidade de varrimento.
(C) Variacdo das correntes anddicas com a raiz quadrada da velocidade de varrimento.
Electrolito: bis-tris-propano 10 mM (pH 7,6) em presenca de CaCl, 1 mM. Equagdes das rectas:
ip°=-1,69Vv¥2 r=0,99,i2=1,49 v}? r=0,99.

Figura 4.2 Voltamogramas ciclicos (v = 20 mVs?) de diferentes concentragdes de citocromo
Css2 de Ma. hydrocarbonoclasticus num EMGP. CondigBes experimentais: bis-tris-propano
10 mM (pH 7,5) em presenca de CaCl; 1 mM.

Figura 4.3 Variacdo do potencial formal, E, do citocromo css; com o pH, a forca i6nica
constante. CondicOes experimentais: determinacdo por voltametria ciclica (20 mVs™) usando
um EMGP com citocromo css; 35 uM. O ajuste efectuou-se utilizando a equacdo 4.2 e um
algoritmo do programa Excel (Solver), obtendo-se um valor de pK, de 10,7 £ 0,1.
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Figura 4.4 (A) Variacdo do potencial formal e (B) das correntes do pico anodico e catddico
com a forca idnica, dos voltamogramas ciclicos do citocromo Cssz de Ma.
hydrocarbonoclasticus 35 uM, num EMGP. Electrdlito: bis-tris-propano 10 mM a pH 6,5 ([J)
eapH 7,5 (@) na presenca de CaCl, 1 mM.

Figura 4.5 (A) Variacdo do Variacdo do potencial formal com o pH e (B) e com a forca idnica
aapHG®65 ([J)eapH 75 (@) dos voltamogramas ciclicos do citocromo css, de Ma.
hydrocarbonoclasticus 35 uM, num EMGP. Electrdlito: bis-tris-propano 10 mM em presenca
de CaCl,1 mM. O perfil va varia¢do do potencial com o pH foi simulado usando a equagéo 4.3
e um pK, de 10,8 £ 0,1.

Figura 4.6 Esquema da catalise peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo citocromo css; de
Ma. hydrocarbonoclasticus: O eléctrodo reduz o citocromo css; que é rapidamente reoxidado
pela enzima a qual € regenerada pela conversdo do perdxido de hidrogénio a dgua. Adaptado da
referéncia 1609.

Figura 4.7 Variacdo das correntes cataliticas ao longo do tempo ap6s adigdo de 0,5 mM (O) ou
1,0 mM (@) de peroxido de hidrogénio utilizando EMGP. Correntes cataliticas obtidas nas
seguintes condicdes: voltamogramas ciclicos a 20 mV s de citocromo css; 35 UM, peroxidase
do citocromo ¢ 4,6 UM, em bis-tris-propano 10 mM (pH =7,5) e CaCl, 1 mM.

Figura 4.8 Voltamogramas ciclicos (v = 20 mVs™?) da catalise da peroxidase do citocromo ¢ 4,6
uM mediada pelo citocromo css, 35 UM de Ma. hydrocarbonoclasticus, usando um EMGP, em
bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM, na auséncia (----) e na presenca de diferentes
concentracdes de perdxido de hidrogénio (—).

Figura 4.9 Variagdo da corrente catalitica com a concentracdo de peroxido de hidrogénio, a
partir dos voltamogramas ciclicos (v = 20 mVs?) obtidos com EMGP. Os pontos foram
ajustados a uma cinética de Michaelis-Menten. A solucéo de trabalho continha citocromo Css;
35 UM, PCc 4,6 uM e CaCl; 1 mM, em tampédo bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5). Insercéo:
linearizacdo de Eadie-Hofstee dos valores da corrente catalitica em funcdo da razéo entre a
corrente catalitica e a concentracdo de peroxido de hidrogénio. Cinética de Michaelis — Menten,
ajustada com Ky = (65 % 2) uM, Vimax = icat max = (302 £ 2) nA (valores obtidos pela linearizacdo
de Eadie-Hofstee (Capitulo 2| Materiais e métodos (2.10.5)).

Figura 4.10 (A) Voltamogramas ciclicos (v = 20 mVs™) em tampédo bis-tris-propano, 10 mM
(pH 7,5), obtidos com EMGP. CondicGes experimentais: citocromo css; 35 uM, CaCl; 1 mM,
peroxido de hidrogénio 1 mM e peroxidase do citocromo ¢ em diferentes concentragdes. (B)
ica/ip €M funcéo de (1/v) % e (C) variagdo da constante de velocidade de pseudo-primeira ordem
(k") com a concentragdo de PCc. Equagdo da recta: k'= 0,43 [PCc] + 1,77 com r = 0,99. A
constante de pseudo-primeira ordem, (k") foi obtida a partir do declive das rectas de (ica/ip) em
funcéo de (1/v)*? (equacéo 4.5).

Figura 4.11 Variacdo da corrente catalitica, ica, cOm 0 pH. Ensaios com EMGP, com uma
solucgdo de trabalho de citocromo css; 35uM e peroxidase do citocromo ¢ 4,6 uM, em presenca
de CaCl; 1 mM, pero6xido de hidrogénio 1 mM. Solucdes tampao utilizadas 10 mM: acetato (pH
5,0), MES (5,5 < pH < 6,5), HEPES (7,0 < pH < 7,5), bis- tris-propano (8,0 < pH< 8,5) e CAPS
(pH 8,9). O ajuste da curva efectuou-se utilizando a equacgéo (2.18) e um algoritmo do programa
Excel (Solver) permitiu estimar os pKa;=5,8+ 0,1 e pKaz=7,5+0,1.

Figura 4.12 Variacdo das correntes cataliticas com a forca ionica. (O) Condigéo 1 (a solugdo de

trabalho e o electrélito tém a mesma forca iénica) e (@) Condicdo 2 (a solucédo de trabalho
e o electrdlito tem diferente forca idnica). CondicBes experimentais: voltametria ciclica
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(v =20 mVs?) em solugdo de bis-tris-propano, 10 mM (pH 6,5) com peroxidase do citocromo ¢
4,6 UM, citocromo css2 35uM, CaCl, 1mM e perdxido de hidrogénio 1 mM.

Figura 4.13 Variagdo da corrente catalitica, ica, cOm a forga i6nica a pH 6,5 (@) e a pH 7,5 (O)
e dependéncia das correntes de pico, i,° para a redugdo do citocromo css; a pH 6,5 (®) e a
pH 7,5 (), determinadas por voltametria ciclica (v = 20 mVs?') com EMGP. Condigdes
experimentais para a catélise mediada: citocromo css; 35 uM e peroxidase do citocromo ¢
4,6 uM, CaCl, 1 mM em tampé@o bis-tris-propano 10 mM e perdéxido de hidrogénio 1 mM. A
variacao da forca idnica efectuou-se pela adicdo de pequenos volumes de solucéo de NaCl 6 M
ao electrélito. CondicBGes experimentais para a redugdo do citocromo Css; 35 puM: bis-tris-
propano 10 mM, na presenca de CaCl, 1 mM.

Figura 4.14 A variacdo da actividade por centro catalitico da PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus com a concentracdo de PCc. Condicfes experimentais: tampdo HEPES
10 mM (pH 7,5), citocromo css2 7 uM, CaCl, 1 mM e perdxido de hidrogénio 100 uM
Equagdo da recta: k> = 8,03 [PCc] + 0,07, r = 0,989. A PCc foi activada como descrito no
Capitulo 2| 2.7.1.

Figura 4.15 Variacdo da actividade da PCc com o pH. Condi¢Oes experimentais: citocromo Css,
7 uM, peroxidase do citocromo ¢ 24 nM, CaCl, 1 mM e peroxido de hidrogénio 100 uM.
Solucg@es tampéo utilizadas 10mM: acetato (pH 5,0), MES (5,5 < pH < 6,5), HEPES (7,0 < pH <
7,5), bis-tris-propano (8,0 < pH< 8,5) e CAPS (pH 8,9). O ajuste da curva foi feito utilizando
a equacdo (4.13) com pKa: = 5,5 £ 0,1 e pKa; = 8,5 + 0,1, ocorrendo a actividade méxima
para pH 7,0.

Figura 4.16 Actividade por centro catalitico da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus em funcéo
da concentracdo de NaCl a pH 7.5, usando (e) o citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus
ou (O) o citocromo ¢ de cavalo como doador de electrfes. CondicBes experimentais: tampao
HEPES 10 mM (pH 7,5), citocromo css; 7 uM, citocromo c de cavalo 7 uM, peroxidase do
citocromo ¢ 24 nM, CaCl, 1 mM e peroxido de hidrogénio 100 uM.

Figura 5.1 Espectro *H-RMN da forma oxidada de 234 pM de citocromo css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus (Tris-HCI 1 mM (pH 7,5), CaCl, 2mM, 303 K). O espectro foi adquirido
num espectrometro de RMN AVANCE Il (600Hz) equipado com uma crio-sonda TCI. As
ressonancias identificadas como M1, M2, M3 e M4, sdo respectivamente a 34,95 ppm, 27,85
ppm, 14,67 ppm e a 13,83 ppm. A ressonéancia identificada como Cs-CHg esta localizada a -15,1
ppm e é atribuida ao grupo &- CHs da metionina axial [165].

Figura 5.2 Titulagdo do citocromo css; com peroxidase do citocromo c. CondigOes
experimentais: espectros foram adquiridos num espectrémetro de RMN AVANCE 111 (600Hz)
equipado com uma crio-sonda TCI. A titulacdo efectuou-se em tampéao Tris-HCI 10 mM (pH
7,5), CaCl;2 mM, a 303 K.

Figura 5.3 Variagdo do desvio quimico dos grupos metilo M4 (1-CHs) do citocromo Cssz, em
funcéo da raz&o entre peroxidase do citocromo ¢ e o citocromo Css2. A curva foi simulada tendo
em conta a formagdo de um complexo 1:2 sendo estimada uma constante de dissociacdo de
Kp =47 uM.

Figura 5.4 (A) Estrutura (imagem da esquerda) e superficie de potencial electrostatico (imagem
da direita) da peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus na forma oxidada
(codigo do PDB 1IRZ6). (B) Estrutura (imagem da esquerda) e distribuicdo de residuos
carregados na superficie (imagem da direita) da peroxidase do citocromo ¢ de Ma.
hydrocarbonoclasticus na forma de valéncia mista (c6digo do PDB 1IRZ5). As cadeias de
aminodcidos estdo coloridas de acordo com a estrutura secundaria, os hemos estdo coloridos a
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preto e o ido calcio a verde. Na representacdo da superficie a coloracdo azul representa as partes
bésicas carregadas positivamente na superficie da proteina e a vermelha representa os residuos
acidicos negativamente carregados da superficie da proteina. As imagens da PCc (I) estdo
rodadas 90° (I1) sobre o eixo dos xx. A vizinhanga do hemo E da PCc exposto ao solvente
(provavel local de interaccdo com o citocromo c) estd circundada a preto na representacdo da
superficie da enzima ou assinalado com uma seta na estrutura da proteina.

Figura 5.5 Estrutura e superficie de potencial electrostatico de (A) do citocromo Css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus e (B) do citocromo ¢ de cavalo. Na férmula estrutural a cor cinzenta
apresenta-se a estrutura secundaria dos citocromos e os hemos estdo coloridos a preto. Na
representacdo de potencial electrostatico os residuos carregados positivamente na superficie da
proteina tem a coloracdo azul e os residuos acidicos negativamente carregados da superficie da
proteina a cor vermelha. As imagens de cima e de baixo encontram-se na mesma disposicao, a
representacdo | estd rodada 90° (representacdo Il) sobre o eixo dos YY. Circundada a preto esta
a vizinhanca do metilo exposto ao solvente.

Figura 5.6 A Distancia entre os hemos do citocromo css2 € 0 hemo de transferéncia de electrdes
da peroxidase do citocromo c para as 50 melhores soluc6es da simulagdo de atracamento entre o
dimero do citocromo css; € 0 dimero da peroxidase do citocromo ¢ de Ma.
hydrocarbonoclasticus na forma oxidada com (A) 300 contactos e com (B) 500 contactos. As
solugbes dentro das caixas, s80 as que apresentam simultaneamente uma posicdo de
classificagdo global e uma distancia reduzida entre os ferros hémicos (citoctomo css; - hemo E).

Figura 5.7 Complexo de transferéncia electronica entre o dimero da PCc em valéncia mista (A,
C e E) (ID-2827), ou oxidada (B, D e F) (ID- 3498 e ID- 1080) e dimero do citocromo Css;.
Representacdo das quinhentas melhores solu¢es para o atracamento molecular, encontradas
com 300 contactos, pelo critério de classificagdo global (A, B), de hidrofobicidade (C, D) e
interacgdes electrostaticas (E, F). As figuras foram preparadas usando o programa Chemera. As
hipotéticas posicdes do centro molecular do dimero do citocromo c ss; estdo representadas como
esferas, a volta de estrutura da PCc. As esferas a vermelho sdo as que apresentam melhor
indexacdo na caracteristica referida, sendo as verdes as que apresentam pior indexacdo. As
posicdes que poderdo proporcionar a transferéncia de electres estdo circundadas a vermelho.
Os iBes calcio estdo coloridos a cor azul claro e os hemos da PCc a preto.

Figura 5.8 As estruturas das duas melhores solugdes de atracamento molecular entre o dimero
de PCc (A) na forma oxidada (ID 3498) e (B) na foram de valéncia mista (ID-2827) e o dimero
do citocromo css,. A distancia entre o ferro hémico do hemo E (HE) da PCc em valéncia mista e
o centro com ferro hémico do citocromo css, na estrutura 1D-2827 é 19 A, sendo a distancia
entre 0 hemo E da PCc na forma oxidada e o centro com ferro hémico do citocromo css; na
estrutura 1D-3498 de 19 A. A estrutura da PCc apresenta-se com cor preta tal como os hemos, 0
citocromo apresenta-se com a cor vermelha tal como o hemo e o ido célcio apresenta-se a azul.
As figuras foram preparadas utilizando o programa Chemera.

Figura 5.9 Complexo de transferéncia electronica entre o dimero da PCc na forma oxidada e o
citocromo ¢ de cavalo, tendo em conta a classificacdo global (A), a hidrofobocidade (C) e as
interacgdes electrostaticas (E) respectivamente e o dimero da PCc na forma de valéncia mista e
0 citocromo c de cavalo, tendo em conta a classificacdo global, a hidrofobocidade e as
interaccdes electrostaticas (B), (D) e (F), respectivamente. Representacdo das quinhentas
melhores solugdes para o atracamento molecular encontradas com 300 contactos. Figuras
preparadas usando o programa Chemera. As hipotéticas posi¢des do centro molecular do
citocromo ¢ de cavalo estdo representadas como esferas. As esferas a vermelho sdo as que
apresentam melhor indexacdo na caracteristica referida, sendo as verdes as que apresentam pior
indexacéo.
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Figura 5.10 Representacdo melhor solugdo para o complexo de transferéncia electronica entre
(A) o dimero da PCc na forma inactiva e o citocromo ¢ de cavalo, tendo em conta a
classificacdo global, a hidrofobocidade e as interaccoes electrostaticas (ID-1861) e (B) entre o
dimero da PCc na forma activa e o citocromo c de cavalo, tendo em conta a classificagéo global,
a hidrofobocidade e as interac¢fes electrostaticas (ID- 4318). SolucGes de atracamento
molecular obtidas com 300 contactos. Figuras preparadas usando o programa Chemera. O
citocromo ¢ de cavalo estd representado a vermelho e a PCc a preto. Os ides céalcio estdo
coloridos a azul claro.
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Capitulo 1] Introdugdo
1.1 As espécies reactivas de oxigénio e o stress oxidativo in vivo

Ao longo da evolucdo, os organismos vivos tiveram que se adaptar aoc aumento da
quantidade de dioxigénio na atmosfera. Uma atmosfera primordial rica em vapor de &gua,
dioxido de carbono e dinitrogénio deu origem a uma atmosfera rica em oxigénio molecular [1].
Actualmente sdo conhecidos quatro processos bioldgicos que geram dioxigénio, a fotossintese, a
desintoxicagdo de espécies reactivas de oxigénio (ERO), o metabolismo de reducdo de
percloratos ou cloratos e a via metabdlica que converte Oxido nitroso em dinitrogénio e
dioxigénio [2, 3]. Estes processos associados a processos quimicos contribuiram para a
alteracdo da composicdo da atmosfera terrestre [1- 3].

A presenca de dioxigénio e a sua utilizagdo no metabolismo celular, origina ERO,
quando este ndo é completamente reduzido a 4gua. A acumulacdo de ERO tem efeitos nocivos

nos organismos, quer procaridticos quer eucarioticos [4- 6] (equacdo 1.1).

&+2H e+H*

0O, —- 07 — HO, < OH — H0 (Eq. 1.1)
H.O

As fontes de ERO podem ser tanto de origem enddgena como exdgena [7- 9]. Isto é,
podem ser produzidas pela exposi¢cdo a condicBes externas, como 0 aumento da pressdo de
dioxigénio, incidéncia de radiagdes ionizantes (radiagdes y), choque térmico, ou ainda pela
presenca de metais pesados ou de oxidantes quimicos [10- 13]. Podem também ser produzidas
pelos organismos como resposta imunitaria, ou serem sub produtos do metabolismo celular,
como o perdxido de hidrogénio [14, 15]. Algumas ERO podem ser sinalizadores de defesa
celular, mas em quantidades elevadas podem também causar a morte celular uma vez que
interagem com macromoléculas de acidos nucleicos (ADN e ARN), proteinas e lipidos [16- 20].

A peroxidacdo lipidica consiste na captura por um radical hidroxilo, de um atomo de
hidrogénio de uma cadeia de um &cido gordo, gerando um radical de &cido gordo. Este radical
por sua vez pode reagir com o dioxigénio presente no meio celular formando um novo radical
peréxido, que poderd reagir com outro acido gordo, ou com outras macromoléculas, numa
reaccdo em cadeia. Quando a peroxidacdo lipidica ocorre nas membranas celulares, as
ERO poderdo ndo sO atacar os lipidos, como também as proteinas membranares,
induzindo ligagdes cruzadas entre lipidos e entre estes e as proteinas, alterando a rigidez, a
fluidez e a permeabilidade membranar bem como a actividade de enzimas ligadas a membrana
[12, 14 e 20].

Os aclcares e as bases dos acidos nucleicos sdo igualmente atacados pelas ERO

originando rupturas nas cadeias de carbono, formando aductos entre as bases e os aglcares ou
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ligacGes cruzadas com outras moléculas, o que impede a replicacdo e a transcricdo [14, 19 e 20].
O radical hidroxilo, em particular, reage com o ADN, retirando um &tomo de hidrogénio do
grupo metilo da timina formando um radical alilo, ou quebrando as ligagcbes C-H do acucar
formando radicais aductos com duas novas ligacBes (C-OH). Tanto os radicais alil, como os
aductos sofrem reaccOes em cadeia que levam a degradacédo da cadeia de ADN [15,16 e 20].

Algumas das reac¢des a que estdo sujeitas as proteinas quando interagem com ERO séo
a oxidacdo de grupos sufidrilo, a redugdo de dissulfeto, reaccdes com aldeidos (produzidos por
exemplo durante a peroxidacao lipidica) e a fragmentacdo de peptideos, o que leva a destruicdo
das proteinas [15, 19 e 20].

Entre as espécies reactivas de oxigénio produzidas intracelularmente, destaca-se, 0
oxigénio molecular singleto (O2"), o ido superdxido (02*), o radical hidroxilo (HO®), os radicais
peréxilo (ROO*), os radicais alcodxido (RO®), o perdxido de hidrogénio (H.0,) bem como
outros peroxidos organicos (ROOH) [21- 23]. As espécies reactivas de oxigénio tém um poder

oxidante superior ao do oxigénio molecular (Tabela 1.1), sendo por isso mais reactivas que este.

Tabela 1.1 Potenciais formais de espécies reactivas de oxigénio
produzidas in vivo.

Par redox E® (V)
© HO*, H*/ H20 +2,18
P H202, 2H* /2H20 +1,76
2o RO*, H*/ ROH +1,60
S5 ONOO7 *NO2 +1,40

=) .« +1,00
@ .= ROO*, H*/ ROOH '
g0 H202, H* /H20, HO* *0rl
s 202, 2V,
2 02, H*l H202 +0,70
i 02/ 0z -0.33

O radical hidroxilo, a ERO com maior poder oxidante (Tabela 1.1), tem um tempo de
vida curto (tempo de meia-vida de 10° s) e uma difusdo celular limitada, pelo que os seus
efeitos nocivos sdo reduzidos [7, 24 e 25]. De entre as ERO mais abundantes in vivo destaca-se
ainda o ido superdxido, com um tempo de meia-vida de 10°s, e o peréxido de hidrogénio, com
um tempo de meia-vida de 10°s.

O i8o superoxido (O2*) surge intracelularmente através de reac¢des como a de Haber-
Weiss (equacdo 1.2), onde ocorre a transferéncia de um electrdo do catido Fe(ll) para o

molécula de dioxigénio [7- 11, 26 e 27].
Reaccdo de Haber-Weiss  (Fe?* + 0, —» Fe¥* + 0,*)  (Eq.1.2)

Todos os organismos apresentam, no entanto, mecanismos de defesa das ERO, de forma
a proteger os seus componentes celulares de efeitos nocivos provocados por estas espécies,
mantendo 0s seus niveis intracelulares em concentraces baixas [7, 10- 12, 22 e 29]. Estes

mecanismos incluem a formacdo de substancias antioxidantes, como o &acido ascérbico ou a
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glutationa [12, 20] e a sintese de enzimas que catalisam a eliminacdo de espécies reactivas de
oxigénio, como as dismutases do superoxido, as catalases e as peroxidases [7, 16 e 17].
A eliminacdo do ido superdxido pelas dismutases do superdxido é um dos mecanismos

de defesa dos organismos contra as ERO (equagéo 1.3)

0, + 0, + 2H" = H05+ O (Eq-1.3)

O peréxido de hidrogénio é uma espécie reactiva de oxigénio ndo radicalar com origem
exogena e enddgena, que se forma intracelularmente em condicBes de hipoxia, durante a
reaccdo de dismutacdo do ido superoxido (equacdo 1.3), pela auto-oxidacdo do quinol, que
produz radicais superdxido que dismutam em peroxido de hidrogénio, ou ainda pela reducéo do
oxigénio por oxidases terminais no caso de bactérias [30-32]. Este composto, mesmo em
quantidades baixas, pode provocar o aumento da oxidagdo de tidis de proteinas, a carbonilagdo
de proteinas e a peroxidacédo lipidica [6, 23- 25], uma vez que é um forte oxidante que, por
interaccdo com metais como Fe (I1) e Cu (1), forma outras espécies reactivas de oxigenio (HO*®)
[25- 27] (equagdo 1.4).

Reaccéo de Fenton (Fe?* + H,0, — Fe** + HO®*+ OH") (Eq. 1.4)

A protecgdo dos organismos vivos contra a acumulacdo de peroxido de hidrogénio
implica a sua remocao, tendo 0s organismos sistemas enzimaticos que eliminam este composto.

As bactérias, por exemplo, apresentam dois tipos de enzimas capazes de catalisar a
reducdo do peroxido de hidrogénio: as catalases e as peroxidases [28- 31]. As primeiras
interagem com substancias capazes de dispor de dois electrdes simultaneamente (equacdo 1.5),
ja as peroxidases interagem com doadores de um s6 electrdo (equacéo 1.6).

2 H,0; = 2 H,0 + O; (Eq. 1.5)
Hz0; + 2 H'+ 2 Speq = 2H,0 + 2 Sx (Ea. 16)
(Srea — substrato no estado reduzido, Sex— substrato no estado oxidado)

As catalases catalisam a disproporcionagdo de H,O- a dgua (equacédo 1.5). No caso das
peroxidases bacterianas, estas reduzem o peréxido de hidrogénio a agua, oxidando diversos
substratos, que podem ser moléculas organicas como o ascorbato ou a lenhina [28, 29], ou
proteinas como é o caso dos citocromos e das azurinas (que funcionam como doadores
fisiologicos de electrdes) [33, 34 e 51], sendo classificadas de acordo com o substrato que usam
[35- 39] (equacéo 1.6).

As células eucariodticas também apresentam estes dois sistemas de defesa. As catalases
citoplasmaéticas e as peroxidases eucariéticas que estdo localizadas no espago intermembranar
das mitocondrias e contém um unico hemo tipo b. A reac¢do global de reducdo do perdxido de
hidrogénio a agua, pelas peroxidases eucaridticas é idéntica a das peroxidases bacterianas, mas

0 mecanismo catalitico € muito diferente [35].
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1.2 As peroxidases do citocromo ¢ bacterianas dihémicas

As peroxidases do citocromo ¢ (PCc) dihémicas foram isoladas de diversos organismos,
tais como Pseudomonas (Ps.) aeruginosa [40- 44], Paracoccus (Pa.) pantotrophus [45- 53], Ps.
stutzeri [54- 58], Nitrosomonas (Ni.) europaea [59- 62], Rhodobacter (Rb.) capsulatus [63- 67],
Methylococcus (Me.) capsulatus [68, 69], Marinobacter (Ma.) hydrocarbonoclasticus [70, 71],
Neisseria (Ne.) gonorrhoeae [72, 73], Methylomicrobium (Mm.) album. BG8 [74], Geobacter
(Ge.) sulfurreducens [75- 76] e Shewanella (Sw.) oneidensis [77- 80]. As enzimas mais
estudadas sdo as que foram isoladas das bactérias Ps. aeruginosa e Pa. pantotrophus.

Estas enzimas sdo na sua maioria periplasmicas, sendo que em alguns casos podem estar
ligadas a membrana celular, como acontece no caso da lipocitocromo ¢ peroxidase de Ne.
gonorrhoeae [72] e de Herbaspirillum (He.) seropediceae [81], ou podem estar associadas a
parede celular exposta ao periplasma, como no caso das bactérias metanotréficas Me. capsulatus
[68] e Mm. album BG8 [69]. Em Mm. album BG8 a PCc apresenta como caracteristica
particular, a sua dependéncia da biodisponibilidade de ido cobre (11).

Em alguns estudos verificou-se um aumento da sua expressdo quando as bactérias estdo
expostas a peroxinitrito, o que levou ha hipo6tese das PCc estarem também envolvidas na
eliminacdo deste composto [76]. Foi também proposto por alguns autores que a PCc interfira na
oxidacdo de metilaminas [69].

1.2.1 Regulagdo da expressdo génica das peroxidases do citocromo ¢ bacterianas

Em condicbes aerdbias, as bactérias anaerdbias facultativas, como bactéria Ma.
hydrocarbonoclasticus, utilizam o oxigénio molecular como aceitador final de electrdes devido
ao seu elevado potencial redox [7]. A alteracdo do metabolismo aerdbio para anaerébio ocorre
guando a quantidade de oxigénio no meio diminui e h4 um aceitador de electrdes alternativo,
como o ido nitrato, sendo este processo acompanhado por repressdao dos genes ligados a
respiracdo aerdbia, enquanto os genes ligados a respiracdo anaerdbia sdo induzidos [82- 84].

Os genes fnr e anr codificam para os reguladores da transcrigdo FNR (regulador da
reducdo do fumarato e nitrato) e ANR (regulador transcripcional anaer6bio), respectivamente.
Estas proteinas reguladoras estdo envolvidas na mudanca de metabolismo aer6bio para o
anaerobio, controlam a expressdo do gene ccp (que codifica para a peroxidase do citocromo c) e
dos genes nar e nir respectivamente. Estes Ultimos codificam para proteinas que estdo
envolvidas na via de desnitrificacdo, como a NaR (reductase do nitrato) e a NiR (reductase do
nitrito) em condicbes de baixa tensdo de dioxigénio (condi¢bes de microaerofilia) [54, 68,
84-98].
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O gene da PCc é expresso em condicBes aerdbias e de microaerofilia e esta presente
tanto em bactérias aerdbias como estritamente anaerdbias como a Ge. sulfurreducens [75, 82, 95
e 97]. Este gene esta sob a accdo de dois reguladores transcripcionais o FNR e 0 OxyR [99]. O
primeiro € um regulador da activacdo induzido pelo oxigénio e o segundo pelo peréxido de
hidrogénio [82, 85- 88].

i) O regulador da activacéo transcripcional FNR

O FNR é um regulador transcripcional, produto do gene fnr, que regula um grande
namero de genes em resposta a mudangas dos niveis de oxigénio molecular. Este regulador na
forma activa e dimérica tem um dominio N-terminal com residuos cisteina que coordena um
cluster do tipo [4Fe-4S]?*, sensivel ao oxigénio que se liga entre dois monémeros. Na presenca
de elevadas concentracdes de oxigénio, o centro [4Fe-4S]?* (forma activa) sofre alteracOes
estruturais e transforma-se num centro [2Fe-2S]?* (forma inactiva) [84- 92].

A sequéncia palindromica de ADN reconhecida pelo FNR encontra-se na zona a
montante do local de inicio da transcricdo do gene ccp, sendo a sequéncia de ADN do tipo
TTGAT-N4-ATCAA [82, 95, 96 e 98].

Em Ma. hydrocarbonoclasticus a sequéncia palindromica encontra-se, tal como
anteriormente referido, na zona a montante do local de inicio da transcrigdo do gene ccp da PCc,
PCC-MauG (Figura 1.1) [100].

tttcttctgagcataactttataacctaaataaaagcgggagagcacggcttttctgege
gacgaaatgccgcagaaagatccacaaattgcagaccggaaccaaac
@gttcagaaccaactctcgcgtttttgcgatgaaccacgctgccactctgttacgttgga
accagatggataccgagttgttctcaaaggagaaagcgacATGATCAAGCATCCACTGGC
AAAAGCACTCACCCTGAGCCTGGGCGTGGCAGCAGGTTCCGCCATGGCGGACAACCTGAT
GGAACGGGCCAACAGCATGTTCGAGCCCATTCCAAAATACCCACCGGTGATTGATGGCAA
TGAACTCACCCAGGCCAAGGTTGAACTGGGCAAGATGTTGTTCTTTGAACCGCGCCTGTC
TTCCAGCCACCTGATCAGCTGCAACACCTGCCACAACGTCGGGCTGGGCGGTGATGACGA
GCTGCCTACCTCTATCGGCCATGGCTGGCAGAAGGGTCCCCGGAACTCGCCGACGGTGTT
CAACGCCGTGTTTAACGCAGCCCAGTTCTGGGATGGCCGTGCCGCCGACCTGGCCGAACA
GGCCAAAGGGCCGGTACAGGCGGGTGTCGAGATGAGCAGTACGCCGGACCGGGTGGTGGC
TACCCTGAAGAGTATGCCGGAGTATATCGAGCGCTTTGAGGACGCATTCCCGGGCCAGGA
AAATCCGGTCACCTTCGACAATATGGCTGTTGCCATTGAAGCCTATGAAGCAACACTGAT
CACCCCGGAAGCACCTTTCGACAAATATCTGCGCGGAGACACCTCAGCGCTGAACGAGAG
TGAGAAAGAAGGTCTGGCGCTGTTCATGGACCGCGGCTGTACCGCCTGCCACAGTGGTGT
GAACCTCGGCGGTCAGAGCTACCATCCATTCGGGCTGGTTGCCAAGCCGGGTGCCGAGAT
CCTGCCAGAGGGCGATAAAGGCCGCTTCTCTGTCACCGAAACCGCGTCTGACGAGTATGT
GTTCCGCGCCTCTCCGCTGCGTAACATCGAGCTGACCGCGCCCTATTTCCACTCTGGCGC
CGTCTGGAGCCTGGAAGAAGCCGTTGCGGTGATGGGTACGGCCCAGCTGGGTACCGAGTT
GAACGACGATGAAGTGAAATCCATCGTCGCGTTCCTCAAGACGCTTACCGGCAATGTTCC
GGAAGTAACTTATCCGGTACTGCCACCAAGCACCGCCAATACGCCCAAGCCGGTGGACAT
GATCCCGTAAgtcacgggctctgcattcaccctcgaaggecgegetttecececggegegectt

Figura 1.1 Sequéncia de ADN (NCBI Referéncia da sequencia: NC-017067.1) do gene ccp-MauG
(VIMSS3521861: Maqu-0372 citocromo ¢ peroxidase 349 a.a.) da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus
(140 bases a montante, 1050 pares de base (gene ccp a negrito), 50 bases a jusante do gene ccp-Maug),
onde se destaca a sequéncia de bases nucleicas reconhecida pelo regulador da transcripcdo FNR (dados
retirados de www.microbesonline.org, acedido a 1 de Fevereiro 2013).
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Em Pa. pantotrophus [83, 84 e 96], Ps. aeruginosa [93, 94], Ne. gonorrhoeae [91, 92] e
Ps. stutzeri [54] verificou-se que o FNR regula ndo s a expressdo do gene ccp [29, 95 e 97] em
resposta a privacdo de dioxigénio [54, 95] mas também de varios genes envolvidos na
desnitrificacdo. Em estudos com mutantes no gene fnrP em Pa. denitrificans, verificou-se que a
expressdo da peroxidase do citocromo ¢ (PCc) é muito reduzida pelo que se prop6s que, 0

FNRP controle a expressdo desta proteina [96].

ii) O regulador da activacado transcripcional OxyR

Em Ps. aeruginosa, Salmonella (Sa) typhimurium e Escherichia (Ec.) coli, 0 OxyR
também é um regulador da transcrigdo do gene ccp, que codifica para a PCc e para a catalase, na
presenca de peroxido de hidrogénio [101- 106]. Em Ps. aeruginosa o gene oxyR que codifica
para o regulador OxyR, localiza-se no operdo com o gene recG [107]. Este gene em resposta a
alteracdes dos niveis de peroxido de oxigénio, induz a transcrigdo de OxyR.

Cada molécula de OxyR apresenta dois dominios que contém duas cisteinas, que se
localizam na interface dos dois dimeros que formam um tetrdmero [108- 110]. A sequéncia
palindrémica reconhecida pelo OxyR, e a qual se liga no ADN, consiste em quatro grupos de 4
bases (ATAG) espacados por 10 pares de bases em Ps. aeruginosa [111, 112]. As formas
oxidada e reduzida deste factor transcripcional contactam em diferentes locais no ADN, uma
vez que nos dois locais activos de reducéo e oxidagdo as cisteinas estdo em posic¢des diferentes,

resultando em alteracéo estrutural no dominio regulador [102, 109].

1.2.2 Regulagdo genética de peroxidases do citocromo ¢ nas bactérias gram-negativas

As proteinas periplasmicas bacterianas, como a PCc, sdo sintetizadas no citoplasma e
depois transportadas para o periplasma, através da membrana citoplasmatica [113, 114]. Em
bactérias gram-negativas com a Pa. denitrificans [115, 116] e Rb. capsulatus [117] a
translocacdo do apo-citocromo linear faz-se através do sistema secretor SecYEG (sistema de
secrecdo constituido por proteinas translocadoras), ja o hemo é transportado pelo sistema
CcmABCDGEF (sistema de maturacéo de citocromos c) [118, 119].

Para a translocacdo através da membrana citoplasmatica, a pré-apo-proteina utiliza o
sistema de sinalizacdo constituido por um peptideo-sinal adjacente ao N-terminal da cadeia
polipeptidica, que permite ao sistema de transporte membranar (SecYEG) reconhecer e
translocar para o periplasma a pré-apo-proteina. Ap6s o transporte da pré-apo-proteina para o
periplasma, o péptideo-sinal é removido por clivagem por accdo de uma peptidase-sinal,

formando a apo-proteina (Figura 1.2) [115- 119].
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Figura 1.2 Esquema da organizagéo do sistema de maturagéo de citocromos tipo ¢ (Ccm) na membrana
citoplasmatica e da translocacdo do hemos em bactérias Gram-negativas [112, 113]. O pré-apo-citocromo
é transferido do citoplasma para o periplasma translocador SecYEG (sistema de transporte secretor) e 0
grupo hemo pelo sistema de transporte complexo CcmABC, CcmD e CcmE. A incorporagdo do hemo no
apo-citocromo ocorre em CcmF, usando electrdes transferidos pela proteina transmembranar DsbhD
(oxidoreductase dissulfureto). Os sistemas CcmG e CecmH libertam o citocromo para o periplasma [112,
113 e 119]. O sistema de maturacdo de citocromo tipo ¢, Ccm, é constituido por proteinas membranares
ou que estdo ligadas & membrana (CcmABCDEFGH e DshD). As setas sdo caminhos do sistema de
maturacgdo (Figura adaptada da referéncia 113, 114 e 119).

Na PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, o peptideo-sinal é composto pelos primeiros
residuos que apresentam caracteristicas de peptideo-sinal (peptideo hidrofébico localizado no
extremo N da cadeia polipetidica) e sdo reconhecidos pelo sistema secretor SecYEG. Este
peptideo sinal inicia-se no primeiro aminoadcido (metionina) terminando no aminoacido 23,
sendo o dominio da apo-proteina PCc do aminoécido 24 ao 289 (previsdo obtida em
http//www.signalP.4.1) (Figura 1.3) [120].

MIKHPLAKALTLSLGVAAGSAMAPNLMERANSMFEPIPKYPPVIDGNELTQAKVELGKML
FFEPRLSSSHLISCNTCHNVGLGGDDELPTSIGHGWQKGPRNSPTVFNAVFNAAQFWDGR
AADLAEQAKGPVQAGVEMSSTPDRVVATLKSMPEYIERFEDAFPGQENPVTFDNMAVAIE
AYEATLITPEAPFDKYLRGDTSALNESEKEGLALFMDRGCTACHSGVNLGGQSYHPFGLV
AKPGAEILPEGDKGRFSVTETASDEYVFRASPLRNIELTAPYFHSGAVWSLEEAVAVMGT
AQLGTELNDDEVKSIVAFLKTLTGNVPEVTYPVLPPSTANTPKPVDMIP

Figura 1.3 Sequéncia de aminoacidos da PCc de Marinobacter hydrocarbonoclasticus ATCC 49840,
onde se destaca o peptideo-sinal (caixa cinzenta). Previsdo obtida em http//www.signalP.4.1 [120].
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1.2.3 Alinhamento da sequéncia priméria de peroxidases do citocromo c dihémicas

O alinhamento da sequéncia primaria das PCc cuja estrutura terciaria ¢ conhecida,
evidéncia uma grande homologia estrutural entre estas enzimas. Na Figura 1.4 apresenta-se 0
alinhamento da sequéncia primaria de algumas PCc bacterianas, onde se destacam a cinzento o0s
aminoécidos conservados e a vermelho os semi-conservados, bem como os hemos e os Loop,

que serdo seguidamente descritos.

Hemo P Loop 1

Pp 56 LeBviEsEPRVSSSGLT scoicH | NiLGGvDGL BrsicHEEwoRGPEN | epTvINE 104
SCHiicH | NM@LGGDDEL BrsiceEBwolceRN | sprfirnvll 51 |
SCNiicH TGGADNV Brsve G SPTMFNE 81
SCOSCH LGGVDGL ETSIG G EPTALNE 95
SCHEICH | NLSIGGSDNV BrsicuBwocPRN | sPTMLNE ss

Gs 59 .. LEFBPRESRSHVL SCNEcH | Nirccepra ATSTG G EPTMLNS 107

So 46 ..  LEFEPRESKSGFI SCNSCH | NLSTGGVDAL BrsiGHHWQEGPIN | sPTMINE 94

Ne 47 LGEVLEFBPRESKSCFT SCNSCH | NLSMGGTDNT TTSIGHKWQQGPIN | EPTMLNS 95

Loop 2
Pp 105 BaorwnGrAABL AHOARGEVBAGSEMS | NTEpolivkiNsHreyvEAFEEEEEE2 DB THON-H2 20
| Mh 82 STHEDR] PEYIEREED,

Pa 82 STROIMEClLGSTPEYVDAF

Rc 96

Ps 88 ST ERIVS LOSIPEYAAEFK

Gs 108 NTEDOMVKEI NS TPDYVALE

So 95 LAQFWDGRASNLKBEQAAGPTANPKEMG | FTHELATEMTIASHPAYRARFARVYGDEK-VDIEDRLTD

Ne 96 LAQFWDGRAKBLKEQAAGPTANPKEMA | STHETAEKVVASMPOYREREKKVEGSDE-VTIIDRITT

Pp 171 L1TENEAFDRFIAGEDAAMT DOERRCGEOAFHMETG YGVlFGGoD 233

[ Mn 148 LITPEEAFDKYLRGETSALNESE 2lFMDRG SGVMLGGON 210 |

Pa 148 TvTPOPFDLYLKGEDKALDAQORKGEKAFMDSG NGINLGGOA 210

Re 162 LT TPNEKFDOWLMGADGAMSADERA FIDTG NGINIGGNG 224

Ps 157 EVSLTTPNEPFDRFLKGEDGALDDKOEQ FlDAG NGVNLGGOG 210

Gs 174 BT 1 TPDBPFDOYLKGKKKALDGKQTAGHEKEELGKG GGLNLGGTG 236

So 161 AAREKELVTPNEPFDOYLLGKODAISGDARAGYQMEKAKG NGPAVGGTM 223

Ne 162 AQEEFELVTPGEKFDKWLEGEKNALNODELEGYNBFKGSG NGPAVGGSS 224

APLRNV. ELAEAVKIMS 299
SPLRNIE| SLEEAVAVMG 276 |
APLRNV. ELKDAVAIMG 276
GPLRNI DLREAVSVMA 290
APLRNV. ELEQAVAIMG 276
PSLRNVAITYPYFHSG SLKEAVAVMG 302
FMKMG.IK—PFHTNN AE-TGRKGVTGKDADKEF KVPTLRNIE@TYPYFHDGSMMTLEEAVNTMA 289
_IQKMGVFK—PY—ETKNPAATGRMDVTGNEADRN KVPTLRNIE] g%gYFHDGGAATLEQAVETMG 290

Figura 1.4 Alinhamento da sequéncia primaria das peroxidases do citocromo ¢ bacterianas mais
estudadas: Pa, Ps. aeruginosa, Pp, Pa. pantotrophus, Mh, Ma. hydrocabonoclasticus, Ps, Ps. stutzeri, Rc,
Rb. capsulatus, Gs, Gb. sulfurreducens, So, Sw. oneidensis ¢ Ne Ni. europaea. Os aminoacidos ligados
aos hemos (CXXCH) estéo indicados como hemo E (C-terminal) e hemo P (N-terminal). A cor cinzenta
estdo assinalados os aminoacidos conservados e a vermelho os semi-conservados. (A) Ligandos H
(histidina) e M (metionina) ao ferro hémico, (A) residuos de cisteina covalentemente ligados ao hemo,
(®) ligandos do ido célcio. Figura adaptada das referéncias [65, 71, 75, 77 e 97].

Observando a Figura 1.4 é possivel constatar que os residuos conservados localizam-se
nas proximidades dos hemos e nos loops, verificando-se uma diminuicdo de residuos

conservados entre a PCc de Ni. europeae e de Pa. pantotrophus. Pelas sequéncias de
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alinhamento da estrutura primaria € possivel determinar a percentagem de sequéncias de

residuos comuns (Tabela 1.2)

Tabela 1.2 Percentagem de sequéncia de alinhamento idénticas®
das estruturas primarias apresentadas na Figura 1.4

Bactérias Ma. hydrocarbonoclasticus  Ni. europaea
Pa. pantotrophus 73 % 46 %
Ps. aeruginosa 72 % 43 %
Rb. capsulatus 69 % 46 %
Ps. stutzeri 71 % 48 %
Gb. sulfurreducens 67 % 45 %
Sw. oneidensis 49 % 65 %
Ni. europaea 50 % 100%

(* http://proteinstructures.com/Sequence/Sequence/sequence-alignment.html).

Pelos resultados apresentados na Tabela 1.2, confirma-se uma elevada percentagem de
identidade, ou seja elevada similaridade nas sequéncias de aminodcidos, entre a estrutura
priméaria da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, da PCc de Pa. pantotrophus (73 %), da PCc de
Ps. aeruginosa (72 %) e da PCc de Rb. capsulatus (69 %). Comparando as sequéncias de
residuos idénticas da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus junto dos hemos e loops, podemos
verificar que esta semelhanca aumenta, sendo de 87 % para Pa. pantotrophus e de 80% para Ps.
aeruginosa mas somente de 53% para Ni. europaea.

A percentagem de sequéncias idénticas entre a PCc de Sw. oneidensis e de Ni. europaea
é de 60 %, mas somente de 44% entre a PCc de Sw. oneidensis e de Ps. aeruginosa [77, 97].

Verifica-se que, por exemplo, a homologia estrutural entre a PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus e a PCc de Ps aeruginosa, considerando residuos semelhantes, é de
80 % e que entre PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus e a PCc de Ni. europaea é de 73% [71,
97]. Estes valores de homologia, revelam uma elevada percentagem de sequéncias semelhantes

de aminoécidos e predizem estruturas terciarias semelhantes.

1.2.4 Estrutura das peroxidases do citocromo ¢ dihémicas

As PCc sdo dimeros cuja estrutura terciaria esta organizada em dois dominios, cada um
contendo um hemo tipo-c. Estudos espectroscopicos revelaram que estes dois hemos ndo sdo
equivalentes, o que se reflecte nos seus diferentes papéis na activagdo e na catélise enzimética
[42, 121- 123]. O hemo peroxidactico (hemo P) encontra-se no dominio N-terminal e apresenta
uma coordenacdo axial bis-histidina. O outro hemo (hemo E), encontra-se no dominio C-
terminal e tem como ligandos axiais uma metionina e uma histidina.

Em virtude da diferente coordenacdo hémica, os potenciais formais dos dois hemos sdo

diferentes, sendo possivel a ocorréncia de trés estados de oxidacdo diferentes: PCc
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completamente oxidada, PCc no estado de valéncia mista (com o hemo E reduzido) e PCc
completamente reduzida [124- 126].

No estado oxidado, a metionina axial no hemo E n&o se encontra fortemente ligada e
este encontra-se num equilibrio spin-alto/spin-baixo [97]. Quando estd reduzido, este hemo
hexacoordenado apresenta-se numa configuragéo de spin-baixo [97].

O hemo P apresenta a configuracdo de spin-alto quando o ferro estd coordenado
axialmente por um ligando fraco, como a &gua, ou quando essa posi¢cdo de coordenagao esta
livre [53, 59, 65, 71, 75 e 125]. Quando esta hexacoordenado com duas cadeias laterais de
histidina, ou com outro ligando forte, apresenta-se numa configuracdo de spin-baixo [123, 124].

Na familia das PCc verifica-se uma grande homologia na orientacdo dos dois hemos
(posicao aproximadamente perpendicular de um relativamente ao outro), no local de ligagdo do
ido célcio e do residuo de triptofano localizado entre os dois hemos (Trp 94 em Ma.
hydrocarbonoclasticus, em Ps stutzeri e Ps. aeruginosa ou Trp 84 em Ni. europaea e Trp 97
Rb. capsulatus) bem como no proprio enrolamento dos dois dominios (Figura 1.5) [53, 59, 65,
71 e 75].

A B Cc

. £~

C-terminal

C-terminal

Figura 1.5 Estruturas da peroxidase do citocromo c de Ps. aeruginosa na forma oxidada (A)
[PDB ID: 1EB7] e no estado de valéncia mista (B) [PDB ID: 2VHD] e de Ni. Europaea (C) oxidada
[PDB ID: 11QC]. HE- hemo de transferéncia electronica, HP- hemo peroxidactico, esfera verde- ido
calcio. As PCc contém dois dominios helicoidais, com um hemo tipo ¢ covalentemente ligado via
ligagGes tioeter a um motivo conservado CisXXCisHis. O hemo P estd no dominio N-terminal e tem a
coordenagdo bis-histidina, enquanto o grupo hémico ligado ao C-terminal tem a coordenagdo metionina-
histidina. Figuras preparadas com o software Accelerys Viewerlite.

Os atomos de ferro encontrarem-se a uma distancia de aproximadamente ~20 A e os
grupos propionato encontram-se a uma distancia menor (~ 10 A) (Figura 1.6) [97, 127]. O ifo

calcio localiza-se na interface dos dominios (Figura 1.5 e Figura 1.6), a qual € tipicamente
hidrofébica [43, 53, 59, 65 e 71]. Na PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus o ido célcio é
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coordenado por sete ligandos, quatro moléculas de agua e trés atomos de residuos da cadeia
polipeptidica, o0 C=0 da treonina (256) e da prolina (258) e pelo 081 da asparagina (79),
apresentando uma geometria bipiramidal pentagonal [71]. Um dos propionatos do hemo E
estabelece pontes de hidrogénio com duas das moléculas de agua que coordenam o ido célcio
[65, 71].

Figura 1.6 Posi¢do do hemo E, do hemo P e do triptofano 97, bem como do ido calcio na estrutura
cristalina de Rb. capsulatus. A distancia entre os ferros hémicos é aproximadamente 20 A e a distancia

entre os grupos propionatos é de 10 A. Os grupos propionatos encontram-se circundados e o triptofano
97 identificado. Figura retirada da referéncia 65.

Nas estruturas de PCc Ma. hydrocarbonoclasticus [71] e Ps. aeruginosa [43] no estado
de valéncia mista, a carga do ido célcio ndo é compensada pelos grupos carregados
negativamente, tendo sido proposto que uma das fungdes deste ido podera ser a modulagdo da
transferéncia de electres entre os dois dominios, sendo importante para a alteracdo
conformacional que se observa entre a forma oxidada e a de valéncia mista [43, 71].

Na maioria das estruturas tridimensionais de PCc dihémicas, a enzima esta no estado
oxidado, apresentando quase todas, & excepc¢do de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus obtida a
pH 4,0, um ido célcio na interface dos dois dominios (Ni. europaea, Rb. capsulatus, Ge.
sulfurreducens) [59, 65, 71 e 75]. Obteve-se também a estrutura da PCc de Pa. pantotrophus,
Rb. capsulatus e de Ps. aeruginosa no estado de valéncia mista (hemo E reduzido) e a estrutura
da PCc de Sw. oneidensis no estado completamente reduzido com o i&o calcio incorporado entre
os dois dominios [43, 53, 75 e 77].
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Comparando a estrutura cristalina das diferentes PCc oxidadas verifica-se que sdo
semelhantes nas proximidades do hemo E e do hemo P (Figural.7), sendo praticamente
sobreponiveis nesses locais [43, 53 e 65].

Figura 1.7 Sobreposi¢do de estruturas de PCc bacterianas. A verde apresenta-se a estrutura da PCc na
forma oxidada de Rb. capsulatus (1ZZH) a cor vermelha a estrutura da PCc de Ps. aeruginosa na forma
oxidada (1EB7) e a azul a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus na forma fechada (1RZ6). Assinalado a
preto encontra-se o loop 1 ja referido na Figura 1.4. Figura retirada de referéncia 65.

Na forma oxidada das PCc, com a excepcdo da PCc de Ni. europaea [59], o hemo P
encontra-se hexacoordenado. No estado de valéncia mista ou completamente reduzida o hemo P
encontra-se pentacoordenado, apresentando uma posic¢éo de coordenacdo disponivel para ligar o
substrato [43, 53, 59, 65, 71, 75 e 77].

A estrutura tridimensional da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus determinada por
cristalografia de raios - X, na forma fechada obtida a pH 4,0, apresenta 0 hemo P
hexacoordenado mas ndo o ido célcio (Figura 1.8-A). A forma aberta desta PCc obtida a pH 5,3,
também alcangada com a mesma técnica, apresenta o ido calcio localizado entre os dois
dominios e o hemo P pentacoordenado (Figura 1.8-B) [71]. Esta estrutura aberta, identificada
como sendo a conformacdo activa da enzima, foi a primeira em gue claramente se mostrou que
um dos hemos perde um ligando, ficando acessivel ao substrato, apoiando a hip6tese proposta
por Pettigrew e colaboradores que tinha sido formulada com base em estudos espectroscopicos
de RPE, RMN e UV/visivel [71, 97].
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Figura 1.8 Estrutura da PCc de Ma. hydrocabonoclasticus na (A) forma fechada e sem célcio a pH 4,0
[PDB: IRZ6] e (B) forma aberta com calcio a pH 5,3 [PDB: IRZ5], onde se mostra a ampliagdo da
cavidade entre os dominios da PCc. Cada hemo estd localizado hum dominio (C ou N-terminal); o
triptofano e o calcio (esfera verde na estrutura e a rosa na ampliacdo) estdo localizados na interface
hidrofobica entre os dois dominios. Na forma fechada (A) o hemo P apresenta uma coordenagéo bis-His,
estando a cavidade entre os dominios ocupada por uma molécula de dgua (a vermelho) coordenada com
guatro moléculas de agua e trés residuos (treonina, aspergina e prolina); o hemo E apresenta uma
coordenacdo Met-His. Na forma aberta (B) o hemo P apresenta-se penta coordenado e o hemo E
apresenta-se hexacoordenado com uma coordenagdo Met-His e o ido calcio encontra-se coordenado com
quatro moléculas de agua e trés residuos (treonina, aspergina e prolina). Em (B) indicam-se os loops 1
(aminoacidos 80-92, circundado a azul), 2 (aminoécidos 105-132, circundado a amarelo) e 3
(aminoécidos 225-257, circundado a verde) que encontram-se circundados, bem como o hemos (HE-
hemo de transferéncia de electrdes; HP- hemo peroxidactico) e o ido célcio (esfera verde). Asp-acido
aspartico, Asn-aspargina, Thr-treonina, Pro-prolina. As figuras da estrutura tridimensional da PCc foram
preparadas com Accelerys Viewerlite e as ampliacdes (imagens do lado esquerdo) foram retiradas da
referéncia 71.
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No entanto, a interpretacdo destas duas estruturas levanta algumas davidas [53, 97], ja
que a estrutura cristalina da forma que contém calcio é diferente da estrutura cristalina da forma
oxidada e activa da PCc de Ni. europea e da estrutura cristalina da forma activa de valéncia
mista da PCc de Pa. pantotrophus. Nestas ultimas, o &cido glutdmico (E114, localizado no loop
2) esté direccionado para o solvente e posicionado de forma a poder clivar a ligagdo O-O do
per6xido de hidrogénio, o que ndo acontece na forma aberta da PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus [53, 71]. Verifica-se ainda que a conformacéo das cadeias junto do hemo
P na forma aberta da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, onde esta se encontra em valéncia
mista, assemelha-se mais a forma oxidada da Pa. pantotrophus do que & forma de valéncia
mista da mesma [53, 71 e 97].

O facto da forma cristalina ndo ter sido reduzida por ascorbato a pH 5,3 (0s cristais
foram reduzidos pela radiagdo de sincrotrdo durante a experiéncia), levou a hipdtese desta
conformac&o ser consequéncia das condi¢Bes de cristalizagdo e ndo da activagdo reductiva (a
cristalizagdo ocorreu a um baixo pH) [53, 97]. A pH 4,0 o ido célcio ndo esta incorporado na
estrutura, mesmo quando presente no meio, o que também pode ser resultado de alteracfes na

cavidade onde este ido se liga [53, 97].

1.2.5 Caracterizagdo bioguimica

As PCc bacterianas dihémicas, tal como foi anteriormente referido, sdo enzimas homo-
diméricas, com hemos do tipo ¢, cuja massa molecular monomérica é cerca de 35 kDa.

O hemo E ¢ reduzido com ascorbato de sédio em presenca de DAD, mas 0 hemo P s0 se
reduz com ditionito de sédio, 0 que mostra a ndo equivaléncia dos hemos [46, 97, 128- 131]. O
hemo peroxidactico (hemo P) na forma oxidada tem a coordenagdo axial bis-histidina e um
potencial de reducdo que varia entre -100 mV e -300 mV (Tabela 1.3) [97, 125]. O hemo E,
hemo de transferéncia electronica, no estado oxidado estad coordenado axialmente por uma
metionina e uma histidina e tem um potencial de reducédo, que varia entre +176 mV e +450 mV
para as diferentes enzimas estudadas (Tabela 1.3) [97, 125].

Realizaram-se estudos cinéticos utilizando doadores de electrdes fisioldgicos e ndo-
fisiologicos, como o citocromo ¢ de cavalo ou ABTS (2,2’-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina
-6-sulfonico)) respectivamente, verificando-se que as constantes cataliticas, obtidas utilizando
um doador fisiolégico de electres, variam entre 2400 min* para a PCc de Rb. capsulatus e
116000 min* para a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus. Os resultados da actividade catalitica
de enzimas como a PCc de Ps. stutzeri e a PCc de Pa. pantotrophus mostram que a mesma
depende ndo s6 do doador de electrdes utilizado como também do tratamento prévio da enzima
(Tabela 1.3).
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Massa Estrutura cristalina Activacdo Actividade Doador de Vm* Km* Potenciais formais
Bactérias molecular (estado redox e codigo enzimatica electrdes (mint) (UM) (mV)
[Ref] do mondémero PDB - ID) Adicdode pHdo | Adigdo de pH (concentragdo do
(kDa) Ca?* estudo Ca% 6ptimo doador de electrGes™)
Hemo Hemo pH
E P
valéncia mista: 2C1V + 7,5 pseudoazurina
Pa. pantotrophus 375 oxidada: 2C1U + 6,0 +226 com Ca?*  [-200 a -100] 6.5
[45- 47, 50, 5le 53] 6 Cit Css50 85000 13‘0 +176 sem Ca2+ Com e sem CaZ+
Ma. activa: IRZ6
hydrocarbonoclasticus 36,5 inactiva: IRZ5S + 7,5 + - Cit Css2 (6,4 LM) 116000 | 122,0 - - .
[70e71]
oxidada: 1EB7 Cit Cs51 (13 M) 42600 6,0
Ps aeruginosa 36,2 valéncia mista: 2VHD + 6 n.d. 6 +320 com Ca** -330 8
[41- 44] azurina 40200 125,0 com Ca*
Cit Css1 (7 M) 4440s/ca??| 54,0
Ps. stutzeri 36,2 _ - 75 + 7,0 4600 ¢/ Ca** - -
[55- 58] Cit ¢ cavalo (7 uM) {3390 ¢/ Ca?* 11,8
5994 s/ ca**
Sw. oneidensis - reduzida: 305C n.d. n.d. Citcs (4 uM) 4380 0,3 - - -
[77-79]
Rb. capsulatos 36,2 oxidada: 1ZZH + - + Citc, (18 uMm) 2400 33,0 | +270com Ca?* [-310a-190] 75,
[63- 67] Com Ca?
Ge. sulfurreducens 73,9 oxidada: 3HQ6 - 8 - 55 ABTS - 6,2
[75 e 76] (dimero) - - -
Ni. europaea 44,0 oxidada: 11QC - +450 -260 7
[59- 62] 5-9 n.d. - n.d. Sem Ca?*
Mec. capsulatos 35,8 - - - - 7 Cit Csss (9 pM) 3000 0,51 +432 -254 7
[68 e 69] Com e sem Ca?*

* Ensaios por espectroscopia de UV-visivel
n.d. ndo determinado
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1.2.6 Espectroscopia de absor¢do UV-visivel

O espectro de absor¢do da forma oxidada das PCc apresenta um pico de Soret a um
comprimento de onda de aproximadamente 407 nm, uma banda entre 527 e 550 nm (banda o/p
oxidada) e, com a excep¢do da PCc de Sw. oneidensis, uma banda fraca entre 620 e 640 nm. O sinal
nesta Ultima banda indica a presenca de um hemo férrico em spin-alto. A adicdo de ascorbato de sodio
e do mediador redox DAD a solucdo com PCc oxidada, promove a reducdo do hemo E (PCc em
estado de valéncia mista) o que resulta no espectro do visivel num desvio do pico de Soret para valores
entre 411 e 420 nm e, simultaneamente o aparecimento de um ombro entre 398 e 407 nm (originado
pelo hemo P que permanece oxidado). Observa-se, ainda, o surgimento de dois picos (o e B) e 0
desaparecimento da banda entre 620 e 640 nm, com a excepc¢do da PCc de Sw. oneidensis, onde esta
Gltima banda surge. O desaparecimento da banda entre 620 e 640 nm indica que o sinal de spin-alto da
enzima totalmente oxidada é devido ao hemo E que, no estado de valéncia mista, se encontra reduzido
[46- 48, 97, 121- 125]. Estas caracteristicas podem ser observadas no espectro de absorc¢do no visivel
da PCc de Pa. pantotrophus (Figura 1.9)

420
125 409 W
1 16|
(i)
100 Ox Red. (i)
12 |
_ 75 A L
E
&
E 0.8 |
¥ B0 |
i A=0.02
(i)
258 0.4 -
(i)
556
524
o 1 (i

300 460 5(;0 GO0 TOO
Wavelength (nm) o 360 400 440 500 s:w ’ e&lan ‘
Wavelength (nm)
Figura 1.9 (A) Espectro de absorcdo da PCc de Pa. pantotrophus oxidada (Ox.) e completamente reduzida (Red).
(B) Espectro de absor¢do da enzima (i) oxidada, (ii) ap6s a adi¢do de ascorbato de sédio (PCc em valéncia mista)

e (iii) ap0s a adigdo de CaCl,. Espectros retirados da referéncia 46.

Em algumas PCc como € o caso da de Pa. pantotrophus, verifica-se que apds a adigdo de ides

calcio a forma de valéncia mista, surge uma banda de absor¢do entre 620 e 640 nm, indicando que o
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hemo P estd em configuragdo de spin-alto (Figura 1.9-B). A adic¢do de ditionito a solugdo provoca a
reducdo total da PCc, originando o desvio do pico de Soret para a zona do vermelho e o
desaparecimento do ombro entre 398 e 407 nm. O aumento da intensidade dos picos o e 3, indica que

ambos 0s hemos se encontram num estado ferroso (Figura 1.9-A).

1.2.7 Espectroscopia de ressonancia paramagnética electronica (RPE)

A espectroscopia de ressonancia paramagnética electronica permite estudar centros metalicos
em que o metal se apresenta na configuracdo paramagnética, ou seja, com um electrdo
desemparelhado. O pardmetro g dos espectros de RPE ¢é utilizado para caracterizar as configuragdes
destes centros metélicos, sendo uma medida da interacgdo entre o campo magnético aplicado na
amostra e 0 campo magnético de spin [132- 142].

Os espectros de RPE das PCc caracterizam-se por valores tipicos de g no estado oxidado,
sendo possivel observar que o hemo E na configuracdo de spin-baixo (dx? dx.? dy;*) com coordenacéo
metionina-histidina, se caracteriza por um valor de g, entre 3,23 e 3,41 e que 0 hemo P na
configuragdo de spin-baixo (dx,? dx.? dy,*) com coordenacdo bis-histidina se caracteriza por valores de
g; entre 2,79 e 3,0, gy entre 2,21 e 2,38 e gx entre 1,30 e 1,58. No estado de valéncia mista deixa de se
observar o sinal de g, entre 3,23 e 3,41. Ap0s a adicdo de iGes célcio a forma de valéncia mista, o
espectro apresenta alteragdo nos sinais de RPE, que apesar de serem tipicos de um hemo de spin baixo
se atribuem a modificacdo na coordenacdo do hemo P, que agora apresenta os valores g, entre 2,78 e
2,94, gy entre 2,21 e 2,40 e gy entre 1,46 e 1,58 [46- 49, 58, 77 e 128]. No espectro de RPE da PCc de
Pa. pantotrophus é possivel observar estas caracteristicas (Figura 1.10) [46].

1 L L L

1
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

L I 1

Campo magnético (T)

Figura 1.10 Espectro de RPE da PCc de Pa. pantotrophus (337 uM) oxidada e a varios tempos ap6s a incubagao
com ascorbato de s6dio em tampdo fosfato 1 mM (pH 7) e NaCl 10 mM, a temperatura de 8 K. Espectros
retirados da referéncia 46.
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1.2.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (*H-RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear estuda as alteragdes na absorcdo da
radiacdo electromagnética por nicleos magnéticos, apés aplicacdo de um campo magnético externo
fixo. Um dos parametros que caracteriza um espectro de *H-RMN € o desvio quimico (8) [143- 149].

A forma oxidada de um citocromo tipo ¢ de spin-baixo é paramagnética (S = 1/2), pelo que as
ressonancias dos protdes meso ou perto do hemo (protdes dos grupos metilo dos hemos) surgem
desviadas para campo baixo (60 a 9 ppm) (Figura 1.11) [46, 55, 149- 151]. A campo magnético alto
(0 e -20 ppm) surgem normalmente ressonancias dos metilos dos ligandos axiais, nomeadamente da
metionina axial nos citocromos histidina-metionina.

A forma reduzida de um citocromo tipo ¢ de spin-baixo é diamagnética (S = 0). Os protdes de
residuos da cadeia polipeptidica e dos ligandos axiais do hemo, situados no interior do anel
porfirinico, sofrem desvios para campos altos, surgindo as respectivas ressonancias entre 0 e -5 ppm,
néo se diferenciando.

Os espectros de H-RMN, de uma PCc totalmente oxidada, apresentam dois grupos de
ressonancias a campo baixo, um entre 20 e 35 ppm e outro entre 50 e 70 ppm. O grupo de ressonancias
entre 20 e 35 ppm ¢ atribuido ao hemo P que se encontra em spin-baixo. As ressonancias entre 50 e
70 ppm correspondem aos metilos do hemo E em equilibrio de spin [46, 55, 149- 152]. As PCc na
forma de valéncia mista apresentam um conjunto de ressonancias desviadas para campo baixo, entre
50 e 70 ppm, correspondentes ao hemo P no estado férrico em spin-alto (Tabela 1.4) [46, 55, 150-
152]. No espectro de 'H-RMN da PCc de Pa. pantotrophus é possivel observar as caracteristicas
descritas anteriormente (Figura 1.11) [46].

Hemo P

(b} Ascorbate-reduced
MHM

Hemo|P
Hemo E

{a) Oxidized
TR N

1
100 90 a0 70 60 50 40 30 20 10
Chemical shift {(5) (p.p.m.}

Figura 1.11 Espectro de 'H-RMN da PCc de Pa. pantotrophus nas forma oxidada (a) e em valéncia mista (b), na
auséncia de calcio. Espectros retirados da referéncia 46.
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Tabela 1.4 Propriedades espectroscopicas de peroxidase do citocromo ¢ bacterianas.

* Ferro paramagnético, SB-spin-baixo, SA-spin-alto, Hemo E - hemo de transferéncia electrénica, Hemo P - hemo peroxidactico

Espectroscopia UV visivel Espectroscopia de RPE Espectroscopia de *H-RMN
Méximos de absorcéo (nm) Valores de g Valores de & (ppm)
Organismo
Oxidada Valéncia mista Reduzida Oxidada Valéncia mista Oxidada Valéncia mista
(Ref.) Hemo P -
Sem Ca?* Com Ca?
Sem Ca? Com Ca? Hemo E Hemo P Sem Ca?* ComCa* | HemoE HemoP ! HemoE HemoP ! Hemo E HemoP
Pa. pantotrophus 2,89,2,32,151 289,232, 64,0, 57,0, 59,3
409, 527, 409 (ombro), 409 (ombro), _ (espécie 1) 1.51 58,2, 55,0 33,2 _ 55,5, 51,0 _ 56,1
[46, 47,50, 51 e 131] 640 419, 525, 557 419 525, 557, g:=3,41 3,00, 2,27, 2,78, 2,40, 1,58 e51,5 238 52,2
640 1,44 (espécie 11)
Ma. hydrocabonoclasticus | 407,527,640 | 406 (ombro), 397 (ombro), _
[70] 417, 524,556 419, 524, 556, _ _ _ _ _ — — - - _
640
Ps. aeruginosa 407, 525, 640 407 (ombro) 420,524, 0:= 3,26 2,94 (His-
[41, 42 e 44] 420, 524, 557, _ 551(ombro) 557 (Met-His) His), 2,83, 2,35, 1,54 _ Entre 45 e 19,5, 21,5 _ 45 a 65 _ _
! 640 (ombro) 2,24, 1,42 65
Ge. sulfurreducens -
406,5, 530, 411, 523, 553 418, 523, 553 _ _ _ _ _ _ _ _ _
[75e76] 620 630
Rb. capsulatos
406, 530, 630 | 420, 525, 556, _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
[63- 67] 630
Ps.stutzeri 408,528, 630 408 (ombro), 408 (ombro) 418, 524, 558 9:=3,39 3,01 (His- 2,94, 2,33, 1,46 2,94, 2,33, 69.3,64,1, 22,7,32,0 62,0, 55,9,
[55- 58] 418, 524, 558, 418, 524, 558, (Met-His) His), g:= 2,89 1,46 g,=2,89 | 57.3,55,9 _ 55,1, 53,5 _ B
630 630 2,29,1,41 (minoritario) (minoritario)
Sw. oneidensis 407, 540, 553 417, 540, 553, 640 3,0,2,21, 2,87, 2,36, _ _ _ _ _ _ _
[77-79] 1,30 151
Mc. capsulatos - _
[68 e 69] 409, 540,630 | 407 (ombro), 420, 526,556 3,23 2,79, 2,40, 1,58 2,79, 2,40, _ _ _ _ _ B
419, 526, 556, 2,02, 1.80 1,58
625
Ni. europaea 2,86,2,38,1,49 | 2,86,2,38, 1,49
[60- 62] 408, 550, 630 418, 524,554 _ _ _ g:= 3,38 (espécie 1) (espécie 1) _ _ _ _ _ _
2,81,2,38,1,54 | 2,81,2,38,1,54
(espécie I1) (espécie I1)
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1.2.9 O mecanismo de activacao

O mecanismo de activacdo das PCc bacterianas, bem como a funcdo do ido calcio no
mesmo, tem sido objecto de varios estudos nos ultimos anos [41- 43, 48, 49, 53, 59, 65, 67 e
70]. A maioria das PCc requer activacdo redutora [58, 65, 70, 75, 77 e 126], no entanto um
pequeno ndmero de enzimas, onde se incluem as PCc isoladas de Ni. Europaea [60] e de Mc.
capsulatus [69] ndo requer activacao para atingir 0 maximo de actividade.

As PCc isoladas de Ni. europaea [59, 60] e de Mc. Capsulatus [68, 69] tém actividade
catalitica tanto na forma oxidada como na forma de valéncia mista. A ligacéo de aniées como o
ido cianeto ou hidroxilamina a forma oxidada destas enzimas, bem como a manutencgdo de spins
dos hemos no estado de valéncia mista, mostram que o hemo peroxidactico (HP) esta
pentacoordenado na forma oxidada, ou seja, apresenta a posicdo axial livre para a ligacdo do
substrato (peréxido de hidrogénio) [59, 60, 68, 69 e 97]. Comparando a estrutura activa da PCc
de Ni. Europaea com a inactiva da PCc de Ps. aeruginosa, ambas no estado oxidado,
verifica-se que embora junto ao hemo E as conformagdes das PCc sejam semelhantes, 0 mesmo
ndo acontece nas proximidades do hemo P (Figura 1.12). No caso da PCc de Ni. Europaea o
loop 1 da cadeia proteica contendo a His 59 tem uma conformacao que permite que o substrato
se ligue directamente ao hemo peroxidatico mesmo no estado oxidado [43, 53, 59, 65 e 71]
(Figura 1.12).

Figura 1.12 Comparacdo das estruturas de PCc nos estados inactivos (verde) e das estruturas activas
(azul), focando os residuos que envolvem o hemo E (A) e que envolvem o hemo P (B). A PCc de Ps.
aeruginosa esta representada a verde tal como € isolada (forma inactiva) (cédigo do PDB: 1EB7) e a azul
representa-se a PCc de Ni. europaea como € isolada (forma activa) (codigo do PDB: 1IQC). O loop 1
encontra-se circundado a preto. Figura retirada da referéncia 59.

O conhecimento das estruturas cristalinas no estado oxidado e em valéncia mista das

PCc de Ps. aeruginosa [43], Ni. europaea [59], Ma. hydrocarbonoclasticus [71], Pa.
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pantotrophus [53] e Rb. capsulatus [65] permitiram identificar algumas alteracfes estruturais
que deveréo ocorrer durante a activacao.

Verifica-se que na conversdo da forma inactiva em forma activa, os loops 1, 2 e 3, tém
um papel determinante na alterag&o estrutural sofrida pelas PCc (Figura 1.13).

Figura 1.13 Estrutura da PCc de Ni. europaea como é isolada (forma activa) (cédigo do PDB: 11QC),
onde se identificam os loops 1 (aminoacidos 80-92, circundado a vermelho), 2 (aminoacidos 105-132,
circundado a amarelo) e 3 (aminoécidos 225-257, circundado a verde) que encontram-se circundados,
bem como o hemos (HE- hemo de transferéncia de electrGes; HP- hemo peroxidactico) e o ido célcio
(esfera verde). Figura preparada com Accelerys Viewerlite.

Verifica-se ainda que, para algumas PCc no estado de valéncia mista, a capacidade de
catalisar peréxido de hidrogénio depende da quantidade de ides célcio presente no meio [48, 53,
70 e 97]. Com base na existéncia ou auséncia de actividade catalitica na forma oxidada, as PCc
bacterianas dihémicas podem ser agrupadas em dois conjuntos, que se podem ainda subdividir

tendo em conta a necessidade de iGes célcio para a sua activagdo (Tabela 1.5).

Tabela 1.5 Condic@es de activacdo das peroxidases do citocromo c¢ bacterianas.

Activacdo da peroxidase do Citocromo ¢ Bactéria [Ref.]
Necessita da adicdo de ides calcio para a Pa. pantotrophus [46- 48]
activacdo Ma. hydrocabonoclasticus [70]
Necessita de pré-reducao . L . o Ps. aerugmosz_i [42, 43]
Né&o requer a adi¢do de ides calcio para a Ps.stutzeri [58]
activacdo Rb. capsulatus [65- 67]

Gb. sulfurreducens [75]
Sw. oneidensis [77, 78]

Ndo necessita de pré- N&do necessita de ides calcio para a Ni. europea [59, 60]
reducéo activagdo Mc. capsulatus [69]
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Embora se reconheca a importancia do célcio na activacdo, esta necessidade e a funcéo
do mesmo ainda ndo foram inequivocamente explicadas. Inicialmente foi proposto que era
necessario o ido calcio localizar-se na interface dos dominios para a correcta orientagdo da
cadeia lateral do triptofano (Trp-94 para a PCc de Ps. aeruginosa [41- 43] e para a PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus [71]; Trp-84 para a PCc Ni. europeae [59]; Trp-97 para a de Rb.
capsulatus [65]) o que facilitava a transferéncia electronica entre os dois hemos, sendo por isso
essencial a actividade catalitica. De modo a esclarecer a funcéo do ido célcio no mecanismo de
activacgdo, fizeram-se estudos de mutagénese nas PCc de Rb. capsulatus, Ps. aeruginosa e Ni.
europea [41, 44, 65 e 67]. Utilizando técnicas de absor¢do electronica e de espectroscopia RPE,
constatou-se que, quando uma forma recombinante da PCc de Ps. aeruginosa est4 na forma de
valéncia mista na auséncia de célcio, 0 hemo P permanece hexacoordenado, o que impede a
ligacdo do substrato, e por isso, esta forma ndo apresenta actividade catalitica [44]. Em estudos
com as PCc de Pa. pantotrophus, de Ps. aeruginosa [44, 48, 49 e 53] e de Rb. capsulatus [65 e
67] utilizando espectroscopia de visivel, espectroscopia de *H-RMN e estudos cristalograficos,
encontraram-se evidéncias que o local de ligacéo ao ido calcio se situa na interface entre os dois
dominios [53, 71 e 128]. Pela analise das estruturas de Ma. hydrocarbonoclasticus [71] e de Pa.
pantotrophus [53] confirmou-se que o ido célcio estara na origem das alteracGes
conformacionais nas interfaces dos mondmeros o que contribuiu para a forte ligagdo entre os
mesmos. A ligacdo do ido célcio favorece assim as alteragdes estruturais nas proximidades do
hemo P, que no estado férrico perde um ligando axial (histidina) passando da configuracdo de
spin-baixo para a configuracdo de spin-alto e que também altera a orientacdo dos grupos
propionatos essenciais a transferéncia de electroes entre hemos [44, 53 e 128].

A proposta vigente sobre o mecanismo de activagdo é de que este se inicia com a
reducdo do hemo E pelo parceiro fisiologico (citocromo ¢ ou cupredoxina), ficando aquele na
configuracdo de spin-baixo [61, 62, 67 e 68]. Esta reducdo leva a uma alteracdo conformacional
do loop 1 e 3 (Figura 1.8) e principalmente na regido junto ao hemo P (loop 2), envolvendo
a alteracdo da coordenacdo do ferro hémico deste hemo, de hexacoordenado para
pentacoordenado, por saida de uma histidina axial [71, 97, 123 e 128]. O loop 2 a que esta
ligada esta histidina move-se em direccao & superficie da enzima, ficando a histidina exposta ao
solvente, permitindo esta alteracdo conformacional a entrada de peréxido de hidrogénio na

cavidade do hemo peroxidatico[53].

1.2.10 A catélise enzimatica

A catalise enzimatica ocorre, quando a enzima esta activada e em presenca de peroxido
de hidrogénio. A representacdo da activacdo reductiva e do mecanismo de catalise das PCc

bacterianas é apresentado na Figura 1.14.
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Citc (Fe*) .

cnc(Fe%)\\_:jx”

_ Cit ¢ (Fe¥) Cit ¢ (Fe?*) _
Espécie 11 +H,0 + 2H* Espécie |

Figura 1.14 Esquema da activagdo reductiva e do mecanismo do ciclo catalitico de PCc bacterianas, onde
se apresenta a regeneragdo do citocromo c durante a catalise do peroxido de hidrogénio. E- hemo de
transferéncia electronica, P- hemo catalitico, SA- spin alto, SB- spin baixo e SA/SB- equilibrio de spins.
Esquema adaptado das seguintes referéncias 41, 42, 49, 58, 65, 71 e 76.

A activacdo (Figura 1.14-I a I11) ocorre inicialmente por redugdo do hemo E que passa
do estado férrico para o estado ferroso. Apos a ligagdo do peroxido ao hemo P, o electrdo
necessario & quebra da ligagdo O-O do peroxido € doado pelo hemo E, que assim passa
novamente ao estado férrico, e o outro é doado pelo hemo P formando-se um intermediario
oxiferril (Fe(lll)e~Fe (1V)p=0) (espécie I) (Figura 1.14-1V) e a espécie Il (Fe(lll)e~Fe (111)p,
Figura 1.14-V) [41, 42, 53, 59, 122, 153 e 154]. A espécie Il apresenta uma conformacao
diferente da forma nativa uma vez que o hemo P estd pentacoordenado. Evidéncia destas
espécies surgem de experiéncias de RPE com Ps. aeruginosa [122- 124], onde o sinal de
g. = 3,15 é consistente com a coordenagdo His-Met de hemo E no estado férrico em spin-baixo
[42, 128, 154].

Foi proposto que a transferéncia electronica entre os dois centros hémicos, durante a
catalise, ocorra através dos grupos propionato, que se encontram a aproximadamente 10 A e do
triptofano (Trp 94 em Ma. hydrocarbonoclasticus, em Ps. stutzeri e Ps. aeruginosa, Trp 84 em
Ni. europaea e Trp 97 para Rb. capsulatus) [53, 65, 71 e 97]. Estudos com mutantes
identificaram o triptofano como um aminoacido essencial para a transferéncia de electrdes [53,
65, 71 e 97].

Estudos com mutantes de PCc de Rb. capsulatus permitiram identificar residuos

essenciais para a catalise [65]. Nestes estudos, substituiu-se o acido glutdmico (Glu 117) por
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uma histidina ou uma lisina, na espectativa de se detectar alteracdo da actividade com o pH. Os
mutantes referidos ndo apresentam actividade em toda a gama de pH estudado, ndo sendo
detectado o sinal de spin-alto na forma de valéncia mista ou na forma completamente reduzida
[65], o que indica que o hemo P permaneceu hexacoordenado. Ao substituir-se o acido
glutdamico 117 (Glu 117) por uma leucina verificou-se que este mutante, embora apresente
propriedades espectroscopicas semelhantes a PCc na forma nativa, ndo catalisa o perdxido de
hidrogénio [65]. Estudos mutagénicos, em que o residuo Glu 117 foi substituido por uma
fenilalanina, mostraram uma diminuicdo da actividade catalitica e, a substituicdo daquele
residuo por uma alanina inactivou a enzima [41, 65]. Estes resultados validam a hipotese do
residuo Glu 117 ser necessario para a catalise [44, 62 e 130]. De facto, o acido glutamico esta
situado no loop 2, préximo do local de ligacdo do peroxido de hidrogénio e na conformacao
aberta e activa das peroxidases de Ps. aeruginosa e Ni. europaea este residuo esta localizado na
mesma posicao e a curta distancia do atomo de ferro do hemo P [43, 53 e 59] o que valida a
proposta de que este aminoacido seja necessario a quebra da ligacdo O-O no peroxido de
hidrogénio. Também se substituiu a glutamina GIn-107 por uma leucina tendo a PCc mutante de
Rb. capsulatus deixado de catalisar [65]. De realcar que tanto o glutamato como a glutamina
estdo no mesmo loop flexivel estando localizados a uma distancia de 5,1 A e 41 A
respectivamente do ferro hémico do hemo P [53, 65].

Em estudos de mutagénese alterou-se também a coordenacdo axial do hemo P,
substituindo-se a histidina 74 por uma metionina tendo-se verificando-se que esta mutacdo nao
altera a fungdo de cada hemo. O hemo E continuou a ser responsavel pelo sinal de spin-alto, no
entanto a enzima mutante permaneceu inactiva [65]. Ao alterar a coordenacdo do hemo E para
bis-histidina, a PCc mutante M278H de Rb. capsulatus no estado de valéncia mista nao exibiu
bandas de spin-alto a 380 nm e a 630 nm, sugerindo que a coordenacdo da metionina do hemo E
€ muito importante para a alteracéo de spin do hemo P [65].

De realcar que as PCc de Ni. europaea e a Mc. capsulatus s&o as Unicas que
ndo apresentam este mecanismo de activacdo uma vez que catalisam no estado oxidado, sendo
proposto que tenham um mecanismo enzimatico semelhante ao encontrado para as PCc de
eucaridtidas [53, 60-62 e 69].

1.2.11 Inactivacédo de peroxidases pelo perdxido de hidrogénio
Alguns estudos in vitro mostraram que, tal como o citocromo ¢ de cavalo [155, 156],
também as peroxidases podem ser inactivadas pelo peroxido de hidrogénio quando este se

encontra em grande concentracdo [157]. O estudo do processo de inactivacdo de varias

peroxidases permitiu propor um mecanismo de inactivagdo comum a todas [157]. Na presenga
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de elevadas concentracbes de perdxido de hidrogénio, este composto desempenha o papel de
substrato suicida, convertendo o ido oxiferril (composto 1V, Figura 1.15), num radical peroxi-
ferro (111) porfirina (composto VI, Figura 1.15).

+ Fe(ll)

/{ Destruigdo do hemo

RH_ R+ +H,0,

\ Oxidagdo da proteina

Oxidacdo da proteina 4— +OH 4—<— .Q0H & \‘A

Composto IV Composto VI

Figura 1.15 Mecanismos de inactivagdo de PCc, proposto a partir do composto 1V. Reaccdo (1):
conversdo do composto IV no composto VI, na presenca de excesso de perdxido de hidrogénio. Séo
possiveis trés caminhos de decomposi¢do do composto VI: (2) reaccdo com o tetrapirrol, oxidando a
porfirina e libertando o ido ferro; (3) regresso ao estado inicial (composto V, Figura 1.14); (4) o perdxido
de hidrogeénio é o doador de electrdes, originando um radical per6xido e a regeneracdo do hemo ao estado
inicial (composto V, Figura 1.14). Retirado da referéncia 157.

Durante a inactivacdo das peroxidases ocorre a formagdo da espécie reactiva de
oxigénio com maior poder destruidor, o radical perdxido (Figura 1.15, caminho (4)).

Dequaire e colaboradores verificaram que a inactivagdo de peroxidases pelo peroxido de
hidrogénio também ocorre durante a catalise mediada, mesmo em presenca de excesso de
mediador [158], tendo proposto a formacdo de espécies intermediarias e a regeneracdo da
enzima (Figura 1.16).
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Figura 1.16 Esquema do mecanismo de inactivacdo de peroxidases, onde se apresenta a regeneracdo do
mediador e a formacao de espécies intermediarias durante a catalise do peréxido de hidrogénio mediada
por peroxidases. O hemo catalitico, circundado, no final do processo de inactivacdo é novamente
regenerado. Esquema adaptado da referéncia 158.
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Durante o processo de inactivacao, ocorre ndao so a regeneracdo do hemo catalitico e do
mediador mas também a formacéo de radicais superdxido (O;*), que poderao ser precursores do
peroxido de hidrogénio.

A inactivacdo pelo peroxido de hidrogénio foi reportada para a catdlise da PCc
bacteriana de Pa. pantotrophus mediada pela pseudoazurina [159].

1.3 Complexos de transferéncia electronica - peroxidases do citocromo c e citocromos ¢

As PCc bacterianas e os seus parceiros fisiologicos formam complexos durante o
processo de reducdo do peroxido de hidrogénio a agua. No ciclo catalitico a enzima PCc requer
dois electrdes para completar a reducdo do perdxido de hidrogénio a agua. Estes electrdes sdo
normalmente fornecidos por pequenas proteinas transportadoras de electrfes - 0s seus parceiros
fisioldgicos [160]. No caso das PCc, os seus parceiros sdo normalmente citocromos c
pertencentes a0 mesmo organismo [42, 47, 58, 60, 67 e 70], mas também podem ser
cupredoxinas (proteinas contendo centro de cobre tipo 1), como a pseudoazurina [51, 52 e 159]
ou a azurina [97, 161].

As reacgBes de transferéncia de electrdes entre proteinas num complexo implicam,
normalmente o rearranjo das proteinas e o acoplamento electrénico entre ambas para que a
transferéncia ocorra com a méxima eficicia [178- 184]. As interac¢des envolvidas na formagéo
de complexos podem ser de natureza electrostatica ou hidrofébica, dependem do tamanho e das
caracteristicas das superficies proteicas de contacto, bem como da (des)solvatacdo, pontes
salinas ou ligagOes por pontes de hidrogénio que se estabelecem entre as interfaces dos parceiros
[185- 187]. A formagdo de complexos pressupfe que as proteinas tenham afinidades e
especificidades entre si 0 que permitird que as mesmas reconhe¢cam 0S Seus parceiros
fisioldgicos [185- 190].

O mecanismo de formagdo de complexos prevé que proteinas livres sintam a presenga
de outras ao entrar no seu campo electrostatico, se aproximem e formem um complexo
transiente. Este pode dissociar-se ou as proteinas podem deslizar sobre as superficies uma da
outra, de forma a que as suas superficies se encaixem e os seus centros de transferéncia fiquem
posicionados permitindo uma transferéncia eficaz de electrdes. Se o complexo é transiente, apos
a transferéncia de electrbes dissocia-se, sendo esta fase favorecida pela alteracdo da densidade
electronica em torno dos centros de transferéncia de electrdes, que provavelmente introduzira
alteracBes conformacionais e de afinidade. Esta alteracdo do estado redox permite as proteinas

ligarem-se somente quando ambas estdo preparadas para a transferéncia de electrfes [188- 193].
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1.3.1 O citocromo css; de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

O doador fisioldgico de electrdes da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus € o
citocromo Css; [70]. Este citocromo tipo-c sendo o mais abundante no periplasma de Ma.
hydrocarbonoclasticus, foi um dos primeiros citocromos desta bactéria a ser isolado e
caracterizado [162].

O citocromo css; € um dimero cujo mondmero é constituido por 86 aminoacidos e tem
uma massa molecular de 9,5 kDa (valor determinado por espectroscopia de massa). O
mondmero apresenta um ponto isoeléctrico de 7, uma carga global de +4 (pH 7,0) e um
momento dipolar de 215 Debye [163, 164]. (Figura 1.17).

Figura 1.17 Estrutura do dimero do citocromo css; obtida a pH 5,6 (cédigo PDB: CNO) tendo em conta a
(A) estrutura secundaria, (B) os pKa dos residuos e (C) os residuos carregados da superficie. Em (C) a
coloracdo azul representa as partes basicas carregadas positivamente na superficie da proteina e a
vermelha representa as partes acidicas negativamente carregadas da superficie da proteina. Os hemos
estdo coloridos a cinzento e a azul os ligando hémicos (His 18 e Met 60). Na estrutura A e B circundou-se
a zona do hemo exposta ao solvente. Figura preparada com Accelerys Viewerlite.

O mondmero é constituido por quatro hélices-a. que envolvem o hemo, mas deixam
uma parte deste grupo exposto ao solvente (Figura 1.17-B). O hemo esta covalentemente
ligado a cadeia polipeptidica, através da ligacdo tio-éter das cisteinas 14 e 17 estando o 4tomo

de ferro coordenado axialmente pelas cadeias laterais da histidina 18 e da metionina 60 [163].
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Verificou-se que em solucdo, tal como no cristal, este citocromo estd na forma de
dimero, ndo sendo esta estrutura quaternaria alterada pela variagdo de pH, forca idnica
(entre 150 e 300 mM de NaCl) ou estado redox do hemo (citocromo na forma oxidada ou
reduzida) [163].

A interface do dimero do citocromo css; corresponde a 19 % da &rea de superficie total
do monémero do citocromo [163]. No dimero, os dois hemos interagem via cadeias laterais de
um dos grupos propionato, sendo a distancia entre os atomos de ferros de 18,9 A [163]. Entre as
cadeias de aminoacidos dos dois mondmeros estabelecem-se varias ligacfes por pontes de
hidrogénio e interac¢bes polares, 0 que confere grande estabilidade ao dimero em solugdo. A
sua superficie maioritariamente apolar [162, 163] proporciona interacgdes com diferentes
parceiros redox, uma vez que as interac¢Bes hidrofobicas sdo menos especificas e menos
direcionais que as electrostaticas [70, 165 e 166].]

O citocromo css, apresenta, na forma totalmente oxidada, a pH 7,5, um maximo de
absorcdo ao comprimento de onda 412 nm (y-Soret), uma banda a 527 nm e outra a 680 nm
(esta ultima indicativa da metionina como ligando axial do ferro hémico) e uma conformacéo de
spin-baixo [163, 167]. Na forma reduzida, a pH 7,5, 0 espectro apresenta maximos de absor¢édo
aos comprimentos de onda 417 nm (banda y-Soret), 522 nm (banda B) e a 552 nm (banda o)
[162]. O espectro de *H- RMN, da forma oxidada, deste citocromo apresenta caracteristicas de
um citocromo de spin-baixo, com ressonancias entre 35,0 ppm e -16,0 ppm [167]. As
ressonancias a campo baixo, entre 35,0 e 13,41 ppm, correspondem aos protdes dos grupos
metilo do hemo. A ressonancia a campo alto -15,3 ppm corresponde ao grupo CHs da metionina
axial [167 e 168].

O potencial formal de reducéo do citocromo css, foi determinado por potenciometria
[165] e por voltametria ciclica [164, 169], tendo-se estimado um valor de + 250 mV vs ENH a
pH 7,6 por ambas as técnicas. Em estudos da variacdo do sinal electroquimico do citocromo
com o pH determinou-se a constante de ionizacdo pKa., que foi estimada como sendo 9,0 e
atribuida a saida do ligando metionina do ferro hémico [168, 169]. A pH superior a 10 ocorre
a desprotonacdo da histidina e a pH 11 ocorre a desnaturacdo, observando-se um alargamento
das ressonancias atribuidas aos protGes hémicos e a auséncia de alguns picos nos espectros de
IH-RMN [165, 168].

1.3.2 O citocromo ¢ de cavalo

O citocromo ¢ de coragdo cavalo tem sido extensivamente caracterizado bioquimica,
espectroscopica e electroguimicamente [164, 169- 173]. A sua estrutura tridimensional,

determinada por cristalografia de raios-X € apresentada na Figura 1.18 [171].
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Figura 1.18 Estrutura do dimero do citocromo c de cavalo (cddigo PDB: 1HRC) tendo em conta a (A)
estrutura secundaria, (B) os pKa dos residuos e (C) os residuos carregados da superficie. Em (C) a
coloragdo azul representa as partes bdasicas carregadas positivamente na superficie da proteina e a
vermelha representa as partes acidicas negativamente carregadas da superficie da proteina. Os hemos
estdo coloridos a cinzento e azul os ligando hémicos (His 18 e Met 80). Na estrutura circunda-se a zona
do hemo exposta ao solvente. Figura preparada com Accelerys Viewerlite.

O citocromo ¢ de cavalo ¢ um monémero com forma esférica, cujo hemo esta
covalentemente ligado a cadeia polipeptidica através de duas ligacdes tio-éter as cisteinas 14 e
17. O ferro hémico tem como ligandos axiais a histidina 18 e a metionina 80. Este citocromo
apresenta uma superficie positivamente carregada a pH neutro, uma massa molecular de
12,4 kDa, um ponto isoeléctrico de 10,5 [164], uma carga global de +9 a pH 7,0 [164, 169 e
171] e um momento dipolar de 324 Debye [164].

Este citocromo de spin-baixo, na forma totalmente oxidada, apresenta um maximo de
absorcdo ao comprimento de onda 405 nm (y-Soret), uma banda o a 540 nm e uma banda a
680 nm (esta ultima indicativa da metionina como ligando axial do ferro hémico). Na forma
reduzida, o espectro apresenta maximos de absor¢do aos comprimentos de onda 417 nm (banda
y-Soret), 522 nm (banda ) e 550 nm (banda o).

A principal funcdo do citocromo c € transportar electrbes dentro da cadeia
transportadora de electrdes [172]. O seu potencial redox é +260 mV vs ENH (pH 7,0) [164, 171]
variando com a temperatura [171, 173 e 174], a pressao [173, 174], a composicdo do electrolito

e a forca ibnica do mesmo [175, 176].
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Em estudos com o citocromo ¢ estimou-se uma constante de ionizacdo pKa, de 9,3 que
foi atribuida & saida do ligando metionina do hemo, consequéncia do enfraquecimento da
ligacdo entre o ferro e a metionina devido a desprotonacdo do ligando histidina proximal [168,
174 e 177].

1.3.3 Complexos formados entre peroxidases do citocromo ¢ e os parceiros redox

Recorrendo ao Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/) e a diferentes

algoritmos é possivel simular interacgBes entre proteinas. Os algoritmos mais usados para
estudar complexos de transferéncia de electrdes sdéo o HADDOCK e o BiGGER [199- 201]. As
simulacdes de atracamento molecular, cujo objectivo é obter um modelo tedrico estrutural
plausivel, baseado em pardmetros obtidos experimentalmente, permitem obter uma gama de
orientacdes possiveis para os complexos [199- 204]. Dados de espectroscopia de UV-visivel
[197, 198], de *H-RMN [197, 205 e 206], de cristalografia de Raios - X [206- 208] e de estudos
mutagénicos [65, 67] tém sido utilizados na andlise das solugdes de atracamento molecular dos
complexos entre as peroxidases e 0s seus parceiros fisiol6gicos. Alguns complexos tém sido
estudados por esta metodologia, como é o caso dos complexos de PCc de Pa. pantotrophus com
o0 citocromo ¢ de cavalo [197], com o citocromo cCsso [52, 205] e com a pseudoazurina do mesmo
organismo [51]. Também o complexo entre a reductase do 6xido nitroso e o citocromo Css, de
Ma. hydrocarbonoclasticus foram estudados por atracamento molecular, tendo-se identificado
em todos estes estudos possiveis posi¢des de atracamento entre os dois [166, 209].

Geralmente os potenciais formais do hemo de transferéncia electrénica sdo préximos
dos potenciais redox dos seus parceiros fisiologicos [97], o que facilita a transferéncia de
electrGes quando estes formam o complexo. O hemo de transferéncia electrdénica (E) da PCc de
Pa. pantotrophus tem um potencial formal de +226 mV, que é proximo do potencial de reducéo
dos seus parceiros fisioldgicos, o citocromo csso (+265 mV) e da pseudoazurina (+250 mV) [97].
Os parceiros fisioldgicos podem néo ser Gnicos, como é o caso anteriormente referido da PCc de
Pa. pantotrophus [51, 52 e 197]. De facto, 0 mesmo citocromo pode interagir com diferentes
enzimas, como é o caso do citocromo Css; de Ma. hydrocarbonoclasticus, que doa electres a
reductase do nitrito (citocromo cd: ou NiR) [163, 167], a reductase do éxido nitroso (N-OR)
[166, 209] e a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus [70].

A interaccéo entre o citocromo css; € a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus foi analisada
a pH 7,5 usando espectroscopia do visivel e os resultados indicam que a interaccéo entre estas
proteinas é de natureza hidrofobica [70]. Foi proposto nesse estudo que o dimero do
citocromo css, e orienta na superficie da PCc, guiado pelo carécter apolar da sua superficie, o
que permite uma optimizagdo da transferéncia electronica [70, 71]. No complexo entre o

citocromo css2 € a N2OR de Ma. hydrocarbonoclasticus a interacgdo entre ambos é também
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maioritariamente hidrofébica, verificando-se por estudos de atracamento molecular que a
superficie da N2OR envolvida na transferéncia de electrbes tem 64-86% de residuos apolares
[166]. Foi possivel neste estudo identificar possiveis posicGes de atracamente entre ambos 0s
parceiros [166].

Em estudos da interaccdo entre a NiR de Ps aeruginosa e 0 citocromo Css; de
Ma. hydrocarbonoclasticus foi possivel verificar que esta é independente da forca i6nica, sendo
o complexo governado por interaccBes hidrofébicas [210, 211]. Anélises de atracamento
molecular entre estas duas proteinas identificaram possiveis locais de interaccdo entre ambos.
Revelaram, ainda, que esta interacgdo podera ocorrer via propionatos da NiR e o pirrol do hemo
do citocromo cssz, sendo a distancia entre os ferros hémicos nesta situagio de 17 A [163]. Uma
vez que a NiR de Ps. aeruginosa apresenta 67% de homologia em relacdo & NiR de Ma.
hydrocarbonoclasticus, extrapolou-se que a interacgdo e 0 complexo entre 0 citocromo Css; € a
NiR de Ma. hydrocarbonoclasticus sejam semelhantes ao anteriormente descrito [163].

A interaccdo da PCc de Ps. stutzeri com o citocromo c de cavalo foi estudada,
verificando-se que é de natureza electrostatica. Este resultado é concordante com o facto do
citocromo ¢ de cavalo ter um potencial superficial positivo, ligando-se por interacgdes tipo
dipolo-dipolo a PCc, que tem uma carga negativa a superficie [58]. Da andlise da interaccdo
entre a PCc de Ps. stutzeri e o citocromo css1 da mesma bactéria, constatou-se que se
estabelecem entre ambos interac¢des de natureza hidrofébica. Quando a orientagdo das duas
proteinas é a adequada, forma-se um complexo Ccss:1:PCc (1:1) [58].

O complexo entre a PCc e o citocromo csso de Pa. pantotrophus foi estudado por
métodos espectroscopicos. A baixa forca ionica e a pH 6 forma-se um complexo, PCc:CitcCsso
(1:1) com uma constante de ligacdo estimada de 3 x10° M, sendo a interaccdo entre ambos de
natureza electrostatica. O momento dipolar do citocromo orienta-o em relagdo a proteina, de
modo a optimizar a transferéncia electronica entre ambos. A elevada forca i6nica ndo ha
formacdo do complexo, nem transferéncia electronica [47, 205]. A pseudoazurina de Pa.
pantotrophus foi também identificada como parceiro fisiolégico da PCc de Pa. pantotrophus
[51, 52]. A PCc forma com a pseudoazurina um complexo com a estequiometria 1:1, de carécter
electrostatico. Simulagdes computacionais com o algoritmo BiGGER mostraram que o local de
ligacdo da pseudoazurina a PCc € o mesmo do citocromo Csso [52]. Foi também analisado o
complexo entre a PCc de Pa. pantotrophus e o citocromo ¢ de cavalo, verificando-se que o local
de ligacdo do citocromo c é idéntico ao do citocromo Csso, formando-se um complexo cuja
estequiometria é 2:1, citocromo c: PCc [206]. No entanto, para o citocromo ¢ de cavalo foi
ainda identificado outro local possivel de ligagao [206].

O citocromo csss de Mc. capsulatus foi identificado como parceiro fisiol6gico da PCc

do mesmo organismo [69].
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A interaccdo entre a PCc de Rb. capsulatus e seu parceiro fisioldgico, o citocromo ¢y,
foi estudada. Verificou-se que a mesma tem um caracter electrostatico, tendo as pontes salinas,
que se formam entre ambos, nas proximidades dos hemos, um papel de orientador do citocromo

c2 em relagdo ao hemo E da PCc [67].

1.4 Ambito do trabalho

O projecto de investigacdo que se encontra na base desta dissertacdo de doutoramento,
teve como objectivos criar conhecimento e investigar 0 mecanismo de activacdo e a catalise
directa da peroxidase do citocromo c da bactéria marinha Gram-negativa Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, bem como estudar a catélise da peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo
citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus.

No sentido de concretizar os objectivos do projecto de investigacdo, desenvolveu-se
uma pesquisa centrada inicialmente na PCc e depois no complexo entre esta e o seu doador
fisiologico, o citocromo css2 de Ma. hydrocarbonoclasticus.

Utilizando técnicas espectroscépicas foi possivel analisar o mecanismo de activacao da
enzima. As técnicas electroguimicas e espectroscopicas permitiram analisar a influéncia de
condi¢des, como a forca ionica e 0 pH, na catélise mediada da PCc. A utilizacdo de simulagdes
de atracamento molecular possibilitou a anélise de possiveis estruturas de complexos transientes
entre a peroxidase do citocromo c e o seu parceiro fisioldgico e obter um modelo estrutural para

o complexo de transferéncia electrénica.
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2.1 Crescimento da bactéria Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617

2.1.1 O microrganismo

As proteinas estudadas neste trabalho (peroxidase do citocromo c e citocromo Cssy)
foram isoladas de uma cultura pura da bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus da colecgdo do
Instituto Pasteur com a referéncia n® 617/1.85 (estirpe 617), fornecida pelo laboratério CNRS de
Marselha. Esta bactéria halofilica foi isolada em 1985 num sedimento marinho no golfo de Fos
(Marselha) e depositada no Instituto Pasteur com o nome de Pseudomonas nautica e o nimero
617/1.85 [212- 214]. Apds um estudo baseado em analises comparativas entre morfologia,
fenotipo e genGtipo Sproer e colaboradores reclassificaram esta espécie como Marinobacter
hydrocarbonoclasticus [215].

Em 2012 foi publicado o genoma da bactéria Ma. hydrocabonoclasticus ATCC 49840
[100]. Este apresenta um Unico cromossoma com uma percentagem de G+C de 57,43 % e um
tamanho de 3989480 bases nucleicas, que codifica para 39 a 42 citocromos com um ou mais

grupos hémicos [100].
2.1.2 Preparacao do meio de cultura liquido e sélido

O meio de cultura liquido utilizado nos crescimentos de Ma. hydrocarbonoclasticus
teve a composicdo indicada na Tabela 2.1 e foi suplementado com as solugdes indicadas na
Tabela 2.2. A solucéo de oligoelementos de Starkey [216] usada teve a composi¢do indicada na

Tabela 2.3. Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico.

Tabela 2.1 Composicdo do meio de cultura liquido, para o crescimento da bactéria Ma.
hydrocarbonoclasticus. O pH do meio foi ajustado a 7,5 e 0 meio foi esterilizado numa autoclave [70].

Composto Quantidade por litro
NaCl 1179
MgSO,4.7H,0 12,39
KCI 0,759
Tris-base 6,059
NH4CI 3,009
CaCl,.2 Hx0 1,47 ¢
Extracto de levedura 1,009
Na-Lactato 60% (m/m)* 12,5 ml

*Correspondendo a uma concentracdo final de 0,8 % (m/V)

Tabela 2.2 Solucbes adicionadas ao meio de cultura liquido para o crescimento da bactéria Ma.
hydrocarbonoclasticus. Estas solugdes foram preparadas e autoclavadas separadamente [70].

Solucéo Quantidade por litro
FeS04.7H,0 (1 mg/mL)* 2,0 mL
K2P04.3H20 (18,6 mg/mL) 4,0 mL
Solucéo de oligoelementos de Starkey 1,0mL

*Adicionar 2 a 3 gotas de acido sulfirico concentrado a esta solucéo.
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Tabela 2.3 Composicdo da solucdo de oligoelementos de
Starkey [216]. Esta solucdo foi esterilizada numa autoclave.

Reagente Quantidade por litro
FeS0,4.7H,0 6,20 g
ZnS04.7H;0 1,44 ¢
MgS04.4H,0 1,12 ¢
CuS04.5H,0 0,259
Co0S04.7H,0 0,909

BOsHs 0,06 g
MO7(NH4)6024.4H20 1,009
Ni(NO3)3.6H.0 0,049
Na,SeOs 0,029

HCI concentrado (~12M) 51,4 mL

O meio de cultura sélido, preparado por mistura de meio de cultura liquido com solucéo
de agar, teve a mesma composic¢do que o meio de cultura liquido. No entanto, a solu¢do de meio
de cultura e a solucdo de agar foram preparadas separadamente, sendo que o meio de cultura
liquido foi preparado com o dobro da concentracdo tal como a solugdo de agar, para
que a concentracao final de agar seja 15 g/L de meio de cultura. Ap6s aquecer o agar a 50.°C,
estas duas solugdes foram adicionadas uma & outra e colocadas em placas de Petri. As placas

foram mantidas a 4.°C (no maximo durante 2 semanas) até serem usadas.

2.1.3 Condig0es de crescimento

A cultura pura de Ma. hydrocarbonoclasticus foi mantida através de crescimentos em
meio sélido. Ap6s inoculagdo, as placas foram incubadas a 30 °C, durante 24 horas. A cultura
foi repicada de duas em duas semanas.

A massa celular de Ma. hydrocarbonoclasticus, necessaria para 0 isolamento das
proteinas em estudo, foi obtida através de crescimentos num microfermentador de 10 L
(Sartorius- (BiostalB plus)). Para tal, foi necessario realizar uma série de pré-indculos, os quais
se iniciaram com a inoculagdo de 5 mL de meio de cultura num erlenmeyer de 50 mL, a partir
do crescimento em placa. Este pré-indculo foi incubado durante 24 horas, sob agitacdo orbital a
230 rpm a temperatura de 30 °C, e usados para inocular 20 mL de meio de cultura (num
erlenmeyer de 100 mL), incubados como descrito anteriormente. Deste Gltimo crescimento,
foram usados 25 mL para inocular 225 mL de meio (num erlenmeyer de 1 L), incubados nas
condi¢des referidas. Um litro deste indculo foi usado para inocular 9 L de meio de cultura num
microfermentador.

Em cada um destes passos foi feita a leitura da densidade Optica a 600 nm, assim

como a verificacdo da pureza da cultura num microscopio éptico (Olympus BX 51) (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Cultura da bactéria Gram-negativa Ma. hydrocarbonoclasticus em meio de cultura liquido,
recolhido de um microfermentador de 10 L, apés 3 horas de incubacdo. A morfologia tipica desta
bactéria (bastonetes) pode ser observada nesta imagem obtida com um microscépio 6ptico (ampliagéo de
1000 x/1.3 oil Ph3).

No microfermentador, 0 meio de cultura esterilizado foi suplementado com a solucéo
de oligoelementos anteriormente descrita (Tabela 2.3) e com as solugdes de sulfato de ferro e de
hidrogenofosfato de potassio, nas proporg¢des indicadas na Tabela 2.2.

Todos os crescimentos foram termostatizados a 30 °C, com um arejamento de 0,2 vvm
e 0 pH do meio foi mantido a 7,5, através da adicdo automatica de acido cloridrico 1 M
(esterilizada por autoclavagem) e hidréxido de soédio 1 M (esterilizada por autoclavagem). A
fonte de carbono e energia foi o lactato, numa concentracédo final de 0,8 % (m/V). Todos os
crescimentos no microfermentador tiveram a duragdo de 42 horas.

As condigdes testadas nos diferentes crescimentos efectuados no microfermentador, de
forma a optimizar a quantidade de peroxidase de citocromo ¢ foram: a velocidade de agitacéo e

a quantidade de nitrato de sodio adicionado ao meio de cultura (Tabela 2.4)

Tabela 2.4 Quantidade de nitrato de sodio e velocidade de agitagdo
utilizadas em cada um dos crescimentos realizados no
microfermentador.

Crescimento [NaNOs] Agitacéo
(M) (rpm)
1 - 150
2 Vestigial 150
3 15 150
4 30 150
5 120 150 — 50

A monitorizacdo da temperatura, pH e oxigénio dissolvido no meio foi realizada com

um sensor de temperatura (Radiometer) e eléctrodos especificos, que se encontravam imersos
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no meio de cultura e que foram previamente calibrados (Figura 2.2). O eléctrodo de pH (Mettler
Toledo) foi calibrado de acordo com o protocolo de calibracdo de eléctrodos CRISON,
utilizando solugdes padrdo de pH 4,0, 7,0 e 9,0. No caso do eléctrodo de oxigénio (Hamilton), o
100 % de oxigénio dissolvido foi estabelecido ap6s a saturagcdo do meio com ar.

Aqitador

Controlador
I

Fonte de ar = / depH
Mutrientes [ pil \_‘
A AL* -. . Adicho de base/
il (p— acido para
¥ l_L - -

| ajuste do pH
Saida de ar
| /
s
Ekectrodo de pH
v

Figura 2.2 Esquema do microfermentador de 10 litros onde se efectuaram os crescimentos da bactéria
Ma. hydrocarbonoclasticus.

Na Figura 2.3 apresenta-se a curva de crescimento obtida no crescimento 5 (Tabela 2.4)

evidenciando a percentagem de dioxigénio dissolvido ao longo do crescimento.

100 - - 0,60
90 - L 0,50
B~ -

801 w- L 0,40
S 70 - -7
-
E - 0,30
]
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p L 0,20
5 50 4 E
o E
z L 0,10 3
£ 40 - =
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£ 30 -

20 L -0,10

10 L 0,20

0 : ' . ' 0,30
0 500 1000 1500 2000 2500
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Figura 2.3 Curva de crescimento da bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus, obtida num fermentador de 10 L
em que (—) representa a percentagem de oxigénio dissolvido registada ao longo do crescimento e (M)
representa o logaritmo da densidade Optica a 600 nm ao longo do tempo. Condicfes de crescimento:
lactato 0,8 % (m/V), NaNOs; 120 uM, pH 7,5, velocidade de arejamento 0,2 vwm. A velocidade de
agitacdo foi de 150 rpm durante as primeiras 3 horas, sendo depois reduzida para 50 rpm, o crescimento
foi realizado a 30 °C, durante 42 horas.
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Ap0s 42 horas as células foram recolhidas por centrifugacdo a 14000 g ressuspendidas
em tampdo Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) (1 mL/g de massa celular himida) e mantidas a -80 °C até
serem usadas. A massa de células resuspendidas variou entre 96 e 111 g nos varios crescimentos
(Capitulo 3|).

2.2 Purificacdo das proteinas de Ma. hydrocarbonoclasticus

2.2.1 Preparacéo de esferoplastos

A Ma. hydrocarbonoclasticus é uma bactéria Gram-negativa pelo que apresenta um
espaco periplasmatico onde se encontra a peroxidase do citocromo ¢ e 0 citocromo Cssz. Assim
procedeu-se do seguinte modo para obter a fracgdo periplasmatica: a suspensdo de células
descongeladas (aproximadamente 200 mL) foi diluida cinco vezes em tampéo Tris-HCI 10 mM
(pH 7,5), contendo inibidor de proteases (Complete, EDTA-free, Roche diagnostics) (uma
pastilha por litro de solucdo) e EDTA (sal di-sodico, 0,5 mM), e manteve-se sob agitacdo
durante 30 minutos. Esta suspensdo de células foi ultracentrifugada durante 45 minutos a
125000 g (Beckman L-70 Ultracentrifuga). A incubagdo com a solu¢do de EDTA ndo devera ser
superior a 30 minutos, uma vez que se verificou, através de SDS-PAGE do periplasma que a
incubacdo prolongada aumenta a contaminacgéo do periplasma com o contetdo citoplasmatico

(resultado nédo apresentado).

2.2.2 Purificacdo da peroxidase do citocromo ¢

A PCc foi purificada em 38 horas, de forma a minimizar a sua prote6lise. Todos 0s
tamp0es usados na purificacdo foram suplementados com inibidor de protéase (uma pastilha de
“Complete” por litro de solu¢do tampdo). As fraccBes intermédias foram mantidas em gelo
durante a purificacdo e a fraccdo pura foi congelada em azoto liquido e mantida a — 80 °C
em pequenas aliquotas (200 pL). O procedimento usado na purificacdo esta apresentado na

Figura 2.4.
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110 g de células de Ma. hydrocarbonoclasticus
Tris-HCI (10 mM, pH 7,5), EDTA (0,5 mM)
Pastilha de inibidores de proteases (1pastilha/l.)
Incubagio durante 30 minutos sob agitacdo

40000 g
Ultra-centrifiugacio 40 min
4°C
Pellet/esferoplastos Sobrenadante /periplasma
Q-source

Tris-HC1 (10 mM, pH 7.5)
Gradiente: 0 - 500 mM, NaCl

(Eq. com Tris-HCI 10 mM, pH 7.5)
(Volume da coluna, 180 mL)

!

Fraccao com citocromos

£
Cs52; 'y €553

Tris-HCI
(300 mM, pH 7.5)

Superdex 75
(Eq. com Tris-HCI 300 mM, pH 7,5)
(Volume da coluna, 300 mL)

citocromo css, impuro

Tampdo fosfato (pH 7,5)
(gradiente: 1 - 100 mM)

Hidroxiapatite
(Eq. com Tris-HCI 300 mM, pH 7.5)
(Volume da coluna ~100 mL)

citocromo cs5, puro
(R (A 410mm/A 250mm) = 6,0)

Fracgao com PCc

Tris-HCl
(300 mM, pH 7.5)

Superdex 200
(Eq. com Tris-HCI1 300 mM, pH 7,5)
(Volume da coluna ,300 mL)

Fracgdo com PCc

Tampdo fosfato (pH 7.5)
(gradiente: 1 - 100 mM)

Hidroxiapatite
(Eq. com Tris-HCI 300 mM, pH 7.5)
(volume da coluna ~100 mL)

PCcpura

(R (A 4100/A 2500m) = 4.6)

Figura 2.4 Esquema geral da purificacdo da peroxidase do citocromo ¢ e do citocromo Css; de
Ma. hydrocarbonoclasticus. Os tampdes indicados referem-se aos tampdes de eluicdo dos diversos passos
cromatograficos.

O extracto periplasmico resultante da centrifugacdo foi submetido a trés passos
cromatograficos: inicialmente utilizou-se uma cromatografia de troca aniénica, uma coluna
Source-Q (GE Heathcare, com um volume de coluna de 180 mL), previamente equilibrada com
tampdo Tris-HCI (10 mM, pH 7,5), a um caudal de 2 mL/min. Apds a aplicagdo da amostra
eluiram-se as proteinas ndo adsorvidas a resina (onde se incluem o citocromo Cssz, 0 citocromo
Css3 € 0 citocromo ¢’) com tampédo Tris-HCI (10 mM, pH 7,5). As restantes proteinas foram
eluidas com um gradiente linear de forca ionica entre 0 e 500 mM de NaCl em tamp&o Tris-HCl
10 mM (pH 7,5), durante 12 horas. A PCc foi eluida a aproximadamente 250 mM de NaCl. A
fraccdo de PCc foi concentrada sobre uma membrana de 10 kDa (Vivaspin).

Esta fraccdo foi aplicada numa coluna de exclusdo molecular (Superdex 200, GE
Healthcare, com um volume de coluna de 360 mL), previamente equilibrada com tampéo
Tris-HCI (300 mM, pH 7,5) e eluida com 0 mesmo tampéo a um caudal de 2 mL/min.

A melhor fraccdo resultante deste segundo passo cromatografico foi aplicada numa

coluna de hidroxiapatite (Bio-Rad, com um volume de coluna de 60 mL), previamente
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equilibrada com tampdo Tris-HCI (300 mM, pH 7,5). A elui¢do foi feita por aplicacdo de um
gradiente linear de tampdo fosfato de potéssio (pH 7,5) entre 1 mM e 100 mM, a um fluxo de
1 mL/min. A enzima foi eluida a aproximadamente 35 mM de tampé&o fosfato de sédio (pH 7,5).

As melhores fracgdes de cada coluna foram seleccionadas tendo em conta o grau
de pureza das mesmas, o qual foi determinado pela razéo entre a absorvéancia a 408 nm e a
absorvancia a 280 nm.

Apoés a purificagdo, as amostras de PCc foram analisadas por electroforese em gel
poli-acrilamida a 12,5% em condi¢fes desnaturantes (SDS-PAGE), para verificar 0 seu
grau de pureza e se a proteina ndo sofreu protedlise. A razdo de pureza (Asionm/Azsonm) Maxima
foi de 4,6 ndo estando as amostras proteolisadas.

A fraccdo de PCc pura foi concentrada sob membrana de membrana de 10 kDa

(Vivaspin), congelada em azoto liquido e mantida a — 80 °C em pequenas aliquotas (200 uL).

2.2.3 Purificagdo do citocromo css; de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

A fracgdo contendo os citocromos e que ndo adsorveu a matriz Source-Q foi
concentrada sob membrana de 3 kDa (Vivaspin) e aplicada numa cromatografia de excluséo
molecular (Superdex 75, GE Healthcare, com um volume de coluna de 300 mL) previamente
equilibrada com tampéao Tris-HCI (300 mM, pH 7,5). A eluicdo fez-se com tampdo Tris-HCI
(300 mM, pH 7,5) a um caudal constante de 2 mL/min. Desta coluna obtiveram-se duas fraccbes
distintas, a primeira correspondente ao citocromo ¢” e a segunda ao citocromo css,. Verificou-se
que o citocromo css, € 0 citocromo que se encontra em maior quantidade.

A fraccdo contendo citocromo css, foi aplicada numa coluna hidroxilapatite (Bio-Rad,
volume de coluna de 60 mL) equilibrada com tampéo Tris-HCI (300 mM, pH 7,5). Efectuou-se
a eluicdo por aplicacdo de um gradiente linear crescente de tampao fosfato (pH 7,5) entre 1 mM
e 100 mM, a um caudal de 1 mL/min. O citocromo css; foi eluido a aproximadamente
10 mM de tampao fosfato. No final deste Ultimo passo cromatografico, a frac¢do de citocromo
Css2 puro apresentava uma razao de pureza (R = Asionm/Azsonm) de 6,0.

A fraccdo de citocromo css; pura foi concentrada sob membrana de 3 kDa (Vivaspin),

congelada em azoto liquido e mantida a —80 °C em pequenas aliquotas (200 pL).

2.3 Electroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

Esta técnica foi executada de acordo com o método de Laemmli modificado [217, 218].
Os géis foram corados de duas formas diferentes: com azul de Coomassie R-250, para detectar
as proteinas presentes nas amostras, e com coloracdo para hemos (método modificado por

Goodhew e colaboradores [218]), para detectar citocromos de tipo c.
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A concentragdo das solugdes de proteina foi determinada espectrofotometricamente em
tampdo Tris-HCI 10 Mm (pH 7,5), utilizando a lei de Beer-Lambert e os seguintes coeficientes

de extin¢do molar:

e ¢ =260 mM*cm? para a banda de Soret (408 nm) da peroxidase do citocromo ¢, na forma

oxidada [70];

e c=19,3 mMtcm?para a banda o (552 nm) do citocromo Cssz, Na forma reduzida [164, 165];

e ¢ =295 m M'cm?para abanda o (550 nm) do citocromo ¢ de coragdo de cavalo na forma

reduzida [70, 164].

2.5 Determinacdo da massa molecular aparente por cromatografia de exclusdo molecular

Para determinar a massa molecular aparente da peroxidase do citocromo ¢ e do

citocromo cssp, foi usada uma cromatografia de exclusdo molecular. A coluna Superdex-200

(GE Heathcare, 1 cm x 30 cm) foi equilibrada com o tamp&o de eluigéo pretendido e operada a

um caudal de 0,5 mL/min. Para calibrar a coluna usaram-se as seguintes proteinas padrao (GE
Healthcare): ferritina (440 kDa), catalase (232 kDa), aldolase (158 kDa), conalbumina (75 kDa),
anidrase carbonica (29 kDa), ribonuclease (14,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa), preparadas no

tampdo de elui¢do (tampéo 10 mM (pH 7,5) com ou sem NacCl.

A massa molecular aparente das amostras foi calculada a partir da representagdo do

volume de eluigdo das proteinas padrdo em funcdo do logaritmo da massa molecular aparente

das mesmas (Figura 2.5).
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Figura 2.5 (A) Perfil de eluicdo das proteinas padrdo a 280 nm eluidas com Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5), NaCl 150 mM e CaCl, 2 mM, numa coluna de exclusdo molecular Superdex-200. Os padrdes
usados foram: ferritina (Fe), aldolase (Al), conalbumina (CA), anidrase carbénica (AC), ribonuclease (R) e
aprotinina (AP). (B) Curva de calibracdo obtida a partir do perfil de eluicdo de (A); linearizacdo do volume
de eluicdo (Ve) em funcdo da massa molecular aparente (MM), Ve =- 4,0 LogMM + 21,4 (r = 0,99).
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2.5.1 Estudo da influéncia da concentracdo de PCc na sua massa molecular aparente

A massa molecular aparente da PCc foi determinada para diferentes concentragdes
iniciais. A aplicacdo de 100 pL de duas solugdes contendo PCc numa concentracdo final de
11,2 uM e 22,5 uM (em tampdo Tris-HCI 50 mM (pH 7,0) com NaCl 150 mM) foi efectuada
apos a passagem das proteinas padrdo na coluna cromatografica.

As proteinas padrdo foram preparadas em tampéo de eluicédo.

2.5.2 Estudo da influéncia dos i6es calcio na massa molecular aparente de PCc

O efeito de ides calcio na massa molecular aparente de PCc foi estudado a for¢a ionica
constante em tampé&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,0) com NaCl (150 mM), adicionando-se ou nao
solucdo de CaCl, (2 mM) ao tampéo de eluicdo e as amostras. Neste estudo, previamente a
eluicdo de 100 uL de PCc (numa concentracdo final de 11,2 pM), eluiram-se as proteinas
padréo preparadas no tampéo de eluico.

2.5.3 Estudo do efeito da for¢a idnica na massa molecular aparente de PCc

O efeito da forca idnica foi estudado eluindo amostras de PCc (11,2 uM) em tampéao
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) com concentragdes diferentes de NaCl (0 mM, 150 mM, 300 mM e
800 mM). As amostras e as proteinas padrdo foram preparadas com a mesma forga idnica que o

tampéo de elui¢do. Para cada uma destas condicOes efectuou-se uma curva de calibracao.

2.6 Caracterizacao espectroscopica

2.6.1 Espectroscopia de UV- visivel

Os espectros de absor¢do foram adquiridos num espectrofotémetro Shimadzu
UV-265 de feixe duplo.

A solucdo de ascorbato de sddio 100 mM, a solugdo stock de CaCl, (100 mM) e os
tamp0des foram preparadas com &gua desionizada (Millipore Q). A solucdo de ascorbato de

sodio foi sempre preparada imediatamente antes de cada ensaio.

2.6.1.1 Estudo da activacdo da PCc

As amostras de PCc (com uma concentragdo ~ 4 uM) foram preparadas em diferentes
tampdes de concentragdo 10 mM. Foram utilizados os seguintes tampBes para o estudo da
activacao a diferentes valores de pH: tampdo acetato (pH entre 4,5 e 5,0), tampdo MES (pH
entre 5,5 e 6,5), tampdo HEPES (pH entre 7,0 e 8,0) e tampao Tris-HCI (pH 8,5).
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A forma de valéncia mista da PCc foi obtida por adicdo de ascorbato de sddio e
diaminodurol (DAD), numa concentracdo final de 1 mM e 5 pM, respectivamente. A redugdo
foi seguida ao longo de 20 minutos, através do registo de espectros UV-visivel entre 250 nm e
900 nm. Em seguida adicionou-se CaCl, (numa concentracdo final de 1 mM), tendo-se seguido
as alteracBes nos espectros de UV-visivel e registado os mesmos ao longo dos 40 minutos
subsequentes. A reducdo completa da enzima foi obtida por adi¢do de ditionito de sédio numa
concentracdo final de 1 mM (solucdo preparada no tampéo, HEPES 100 mM (pH 7,5), tendo-se
registado o0s espectros.

2.6.1.2 Catdlise em estado estacionario mediada pelo citocromo Cssp- ensaio
espectrofotométrico

i) Preparagdo das proteinas

O citocromo Css; 147 pM, em tampado HEPES 10 mM (pH 7,5) foi reduzido com
ascorbato de sddio (concentracdo final de 10 mM) durante 40 minutos e 0 excesso de agente
redutor foi removido através de uma cromatografia de exclusdo molecular, numa coluna PD10
Sephadex G-25 (Amersham Biosciences), equilibrada com tampao HEPES 10 mM (pH 7,5).

A amostra de PCc (~ 4 uM) foi activada, em tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) por
incubacgdo durante 30 minutos com ascorbato de sodio, DAD e CaCl, numa concentracao final
de 1 mM, 2 uM e 2 mM, respectivamente. A solucdo de peroxido de hidrogénio foi preparada

com agua desionizada (Millipore Q) antes de cada ensaio, numa concentracdo de 100 mM.

ii) Ensaio de actividade

O ensaio de actividade catalitica da PCc foi realizado de acordo com o procedimento
descrito por Gilmour [47, 48]. Numa célula de quartzo de 1 mL, termostatizada (295 K) e sob
agitacdo magnética, monitorizou-se a absorvancia da banda o do citocromo c reduzido (a 552
nm, no caso do citocromo css, de Ma. hydrocarbonoclasticus e a 550 nm para o citocromo ¢ de
coracdo de cavalo (grau de pureza pré andlise, da Sigma)). Nestes ensaios usou-se um
espectrofotometro Diodo Array - Agilent 8453 ligado a um computador com o programa de
aquisicdo de dados Agilente Technologies 95-03 (UV-visible Chem-station software). Todas as
medicGes foram realizadas pelo menos trés vezes para cada, sendo que em alguns casos foram
realizadas quatro.

Nos ensaios de actividade em que se variou a concentracdo de PCc, utilizou-se tampéo
HEPES 10 mM (pH 7,5), CaCl, (1 mM) e o citocromo ¢ reduzido (7 pM) como doador de
electrdes. A enzima foi activada a pH 7,5 (em concentragdes que variaram entre 7 nM e 100

nM) e foi adicionada a mistura anterior, quando esta ja se encontrava sob agitacdo e
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monitorizacdo a 552 nm ou a 550 nm. A reac¢do foi iniciada pela adi¢cdo do peroxido de
hidrogénio (para uma concentracdo final de 100 uM). Apo6s 70 - 75 s do inicio do ensaio
adicionou-se uma pequena quantidade de hexacianoferrato (I11) de potéssio, KsFe(CN)s, sélido
para oxidar o citocromo c.

Nos ensaios para determinar a variagdo da actividade com o pH, a solu¢do (1 mL)
continha citocromo css, reduzido 7 pM, CaCl, 1 mM e tampé&o 10 mM, que variou consoante o
pH pretendido. A PCc (concentragdo final de 20 nM) foi activada como se descreveu
anteriormente. O procedimento de execucdo e monitorizacdo do ensaio foi o descrito

anteriormente. Os pontos experimentais foram ajustados a equacao 2.1,

Act. cat. = Act cat. maxima / (1+10P<-PH 4 1QpH-PKa2) (Eq.2.1)

No estudo da variacdo da actividade catalitica com a forca idnica, para além do
citocromo c reduzido (7 uM), CaCl, (1 mM) e tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) adicionou-se
cloreto de sodio (entre 0 e 700 mM). Monitoriza¢do a absorvancia a 552 nm ou a 550 nm,
adicionou-se a enzima activada de acordo com o procedimento descrito anteriormente
(concentragdo final de 20 nM) e apdés 30 s foi adicionado peroxido de hidrogénio (numa
concentragdo final de 100 uM).

Na Figura 2.6 apresenta-se um trago cinético, em que se utilizou o citocromo Css; como

doador de electroes.
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Figura 2.6 Absorvancia a 552 nm em funcdo do tempo, registada durante um ensaio de actividade da PCc
de Ma. hydrocarbonoclasticus. As setas indicam o0 momento da adi¢do de PCc, peroxido de hidrogénio e
ferricianeto de potassio,KsFe(CN)s, a mistura reaccional. Insergdo: linearizagdo do logaritmo neperiano
(In) da diferenca entre a absorvancia a 552 nm (A) e a absorvincia da mistura reaccional
totalmente oxidada (Aox), em funcéo do tempo. A actividade do centro catalitico (k) é determinada pelo
produto do declive da recta (k") pela concentracdo de citocromo ¢ e de PCc. Equagdo da recta
(In (A-Axx) = -2,44 -0,28 t, r = 0,99). CondicBes experimentais: citocromo Css; 7 uM, peroxidase do
citocromo ¢ 24 nM, CaCl, 1 mM, tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) e peroxido de hidrogénio (100 puM).
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Tendo em conta que a reac¢do segue uma cinética de pseudo-primeira ordem, a
velocidade inicial (Vo) pode ser calculada pela determinacdo da constante de velocidade (k), em
que a velocidade inicial é dada pela equacdo 2.2 quando a concentracdo do substrato, H-O-, é
saturante:

Vo =k’ [Citocromo c] (Eq. 2.2)
em que k> =k [PCc] (Eq. 2.3)

Para a determinagdo da constante de velocidade (k), determinou-se o declive do
logaritmo neperiano da diferenca entre a absorvancia do citocromo a 552 nm e a absorvancia do
citocromo totalmente oxidado, em funcdo do tempo (Figura 2.6 - insercdo). Usaram-se apenas
0s pontos referentes aos tempos iniciais de reacgdo apos a adicdo de perdxido de hidrogénio,
uma vez que so estes apresentavam uma variagdo linear [67]. O declive (k’) foi multiplicado
pela concentragdo do citocromo c utilizado em cada ensaio e dividido pela concentragdo de PCc,

de modo a calcular a actividade por centro catalitico (Equagéo 2.2 e 2.3) [63, 67].

2.6.2 Espectroscopia de ressonancia paramagnética electrénica (RPE)

Nos estudos espectroscopicos por RPE utilizaram-se solugdes de PCc com uma
concentragdo de 200 uM em tampéo Tris-HCI (10 mM, pH 7,5). A amostra de PCc em valéncia
mista foi obtida ap6s a incubagdo, durante 30 minutos, com ascorbato de sodio (concentragdo
final na amostra 1 mM) e DAD (concentracéo final na amostra 10 uM). As amostras com célcio
foram preparadas por adicdo de CaCl, (2 mM) a uma solucéo de PCc de valéncia mista, seguida
de incubacdo durante 30 minutos. Apds este periodo, a amostra foi congelada por imersdo em
azoto liquido.

Os espectros de RPE foram adquiridos num espectrometro (Bruker EMX) a operar na
banda X, equipado com cridstato de fluxo continuo de hélio liquido (ESR 9 - Oxford
instruments). Utilizou-se o software WINEPR (Bruker) para a aquisi¢do de dados.

As condigdes experimentais foram as seguintes: temperatura 8 K, frequéncia de micro-
ondas 9,65 GHz, poténcia de micro-ondas 3,1 mW, amplitude de modulacdo 3,1 Gauss,
atenuacéo 25 dB e ganho 1x10°.

As simulagfes dos espectros de RPE foram realizadas com o programa SimFonia
(Bruker). Os valores de g usados nas simulacdes foram obtidos dos espectros de RPE originais

usando o programa WINEPR.
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2.6.3  Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (* H-RMN)

i) Preparagdo da amostra de PCc e aquisi¢do de dados

No estudo da activacdo da PCc monitorizada por *H-RMN usou-se uma solugdo de
500 pL de PCc com a concentracdo final de 827 uM, preparada em tampédo Tris-HCI 5 mM
(pH 7,5) contendo 10% de D,O. Para obter a concentragdo de PCc desejada, aliquotas de
200 uM de PCc foram concentradas utilizando uma membrana com um limite de exclusdo de
10 kDa (Vivaspin).

Os espectros foram adquiridos entre 100 ppm e -20 ppm num espectrémetro de RMN de
400 MHz (Avance Bruker), por acumulacdo de 1024 espectros durante 60 minutos, a 298K,
usando uma sequéncia de pulsos em que o sinal da dgua é eliminado por pré-saturagdo a 40 dB
Foi utilizada uma sonda (5 mm) PABBO BB - 1Hz / DZ - GRD Z108618 / 0259. Os espectros

foram processados com o software TOPSPIN 3.0.
ii) Estudo da interac¢do entre a PCc e 0 citocromo Css,

A amostra de citocromo css, utilizada como titulado, na titulagéo seguida por *H-RMN,
tinha a concentragdo de 234 uM e continha 10% de D.O num volume total de 500 pL. A
amostra de PCc utilizada como titulante tinha uma concentragdo de 2,6 mM (tampé&o Tris-HCI
10 mM, pH 7,5).

Nesta parte do trabalho foi utilizado um espectrometro de RMN de 600 MHz (Avance
I11 Bruker), equipado com uma unidade de controlo de temperatura e uma criosonda TCI.

Os espectros foram obtidos por acumulacdo de espectros durante 20 minutos, a 298K,
usando uma sequéncia de pulsos em que o sinal da agua é eliminado e processados com o

software TOPSPIN3.0. Os espectros foram adquiridos entre 50 ppm e — 20 ppm.

iii) Determinacdo da constante de dissociacdo do complexo PCc-citocromo css; por
espectroscopia de *H-RMN

O equilibrio termodindmico entre a PCc e o0 citocromo Css; € caracterizado por uma

constante de dissociacdo que, pode ser determinada pela titulagdo do citocromo ass; com PCc

[195, 196]. A formacdo de um complexo PCc-Css; constituido por um mondmero de peroxidase

do citocromo ¢ (PCc) (aceitador de electrGes) e por um dimero de citocromo css, (doador de

electres) pode ser representada pelo equilibrio (equacéo 2.4):
Css2 + PCc = [PCc-Cs52] (EQ. 2.4)

Este equilibrio caracteriza-se por um constante de dissociacdo do complexo, Kp, dada

pela equacdo 2.5:
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Kb = [Css2] x [PCc] / [PCc-Css2] (Eq. 2.5)
As equac0es de conservacdo de massa (equacdo 2.6 e 2.7), para este equilibrio sdo as seguintes
[Css2]total = [Css2]iivie + [PCC-Css2] (Eq. 2.6)
[PCcliotal = [PCCliivre + [PCcC-Cs52] (Eq. 2.7)

Substituindo na equagéo 2.5 a concentracdo do doador de electrdes (citocromo) e a do

aceitador de electrbes (PCc) (Equacéo 2.6 e Equacao 2.7) obtém-se (equacéo 2.8):
Kb x [PCc-Css2] = ([Css2]total - [PCC-Cs52]) x ([PCCliotal - [PCc-Cs52]) (Eq 2.8)

A concentracdo do complexo [PCc-Css;] pode ser determinada pela resolucdo da
equacdo 2.8.

Porque o sistema em estudo apresenta uma velocidade de permuta rapida entre a forma
livre do citocromo css2 € a ligada a PCc (complexo PCc-Css2), a variagdo do desvio quimico pode
ser obtida pela equagéo 2.9

o= Oméax X X + Omin (Eq 29)

onde x, que é a fraccdo do complexo PCc-cCss2, pode ser determinado pela equacéo 2.10
X = [PCc-Css2]/ [Cs52]total (Eg. 2.10)

Os parametros conhecidos nestas simulagdes sdo a variagdo do desvio quimico (Ac) e as
concentragdes iniciais de PCc e de citocromo css; em cada ponto da titulagdo. As varidveis séo a

constante de dissociag&o (Kp) e a variagdo maxima de desvio quimico (AGma).

2.7 Titulagdes potenciométricas: determinacéo do potencial formal

As titulagbes potenciométricas foram realizadas dentro de uma cémara anaerdbia com

atmosfera de Argon (MBraun-modelo Unilab).

2.7.1 Calibracéo do eléctrodo combinado (platina, Ag/AgCl)

O eléctrodo combinado (Pt:Ag/AgCl, Radiometer), ligado a um potenciémetro
(Crison), foi calibrado utilizando dois procedimentos distintos, o primeiro fora da camara

anaerdbia e o segundo dentro da cdmara anaerdbia.

Procedimento 1

Fora da camara anaerdbia, determinou-se o valor do potencial numa solugdo de
quinidrona a pH 7,0 (potencial esperado +0,081 V) e de hidroquinona a pH 3,0 (potencial
esperado +0,318 V), determinando-se o desvio do potencial experimental em relacdo ao
esperado [219].
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Procedimento 2 (cAmara anaerobia)

Dentro da camara anaerdbia, o eléctrodo combinado foi calibrado com o par redox
Fe?*/ Fe**- EDTA. Este par redox tem um potencial formal de +108 mV, a pH 5,0 [63]. Assim,
medindo o potencial de duas solu¢des com proporcdes diferentes de espécie oxidada e reduzida,
foi possivel determinar a diferenca entre o potencial apresentado pelo eléctrodo para uma
solucdo com potencial formal conhecido (+196 mV) [63].

Iniciou-se esta calibracdo colocando o eléctrodo numa solucdo desarejada de acetato de
sodio 0,1 M (pH 5,0), com sulfato de amonio férrico 0,5 M e EDTA 10 mM. Adicionou-se a
esta solucdo sulfato de amonio ferroso, de modo a que a sua concentracédo final fosse 0,2 mM, e
mediu-se o potencial. Apds esta medicdo, adicionou-se novamente sulfato de aménio ferroso, de
modo a que a concentracdo final fosse 0,5 mM, medindo-se novamente o potencial. A diferenga
entre estes valores e os de referéncia (Ere = +196 mV e Ereepra = +108 mV) devera ser

de +59 mV para um eléctrodo calibrado [63].

2.7.2 Titulacéo potenciométrica

Apos o desarejamento da solucdo de peroxidase do citocromo c, verificou-se que esta
se encontrava parcialmente reduzida, sendo necessario reoxidar a enzima com ferricianeto de
potéassio 100 uM, antes de iniciar a titulacdo redox. As titulagdes foram realizadas a pH 7,5
(tampdo HEPES, 10 mM) na presencga de CaCl, (concentragéo inicial de 1 mM e concentragdo
final de 0,83 mM em cada titulacdo) e na auséncia de excesso de ides célcio. A concentracdo de
PCc variou entre 4 e 5 uM.

Usaram-se como agentes redutores ascorbato de sédio e ditionito de sodio e como
agente oxidante ferricianeto de potassio. As concentra¢fes das solugdes de ascorbato de sodio
(1 mM e 100 mM), de ditionito de sodio (10 uM e 100 uM) e de ferricianeto de potassio
(5-50 mM) foram escolhidas de modo a obter pequenas variagdes do valor do potencial
(~ 5 mV), por adicdo de pequenos volumes de solugdo (na ordem dos pL). As titulagcdes
iniciaram-se no sentido da reducdo, adicionando-se ascorbato de sédio (E” ~ 0 mV, pH 7) e
em seguida ditionito de sédio (E” ~ -420 mV, pH 7), sendo deste modo possivel variar o
potencial entre +300 mV e -400 mV. No sentido da oxidacdo adicionou-se ferricianeto de
potéssio (E® ~ +436 mV, pH 7).

Os mediadores foram escolhidos de acordo com a gama de potenciais a percorrer e de
modo a ndo interferirem na regido da banda o e B da PCc nem com o ponto isoshéstico a
700 nm. As solucBes de mediadores foram preparadas em solucdo tampdo HEPES 10 mM
pH 7,5) e desarejadas durante 30 minutos antes de introduzir na cdmara anaerébia. Na Tabela

2.5 é indicado o potencial de cada mediador.
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Tabela 2.5 Mediadores redox usados e o respectivo potencial de redugdo a pH 7,0.

Mediador redox E” (mV) [219]
Flavina mononucleotido (FMN) -200
2-hidroxi-1,4-naftoquinona -152
fenazina -125
Fe?*/Fe -76
duroquinona +5
fenazina metosulfato (PMS) +55
fenazina etosulfato (PES) +80
1,2-naftoquinona +180
Diaminodurol (DAD) +220

O potencial da solugdo foi medido colocando o eléctrodo combinado numa célula de
quartzo de 3 mL, a qual continha a solugdo de PCc totalmente oxidada (4- 5 uM) e os
mediadores (numa concentracdo final de 17 uM). O espectro de visivel (entre 300 nm e 900 nm)
era tracado apos cada adigdo de agente redutor ou oxidante quando o valor do potencial da

solucéo estabilizava (entre 5 a 10 minutos apos a adi¢do do agente redutor ou oxidante).

2.7.2.1 Determinacdo dos potenciais formais por potenciometria

A PCc tem dois centros redox que podem, cada um deles, receber ou doar um electréo.
Na determinacdo dos potenciais formais considerou-se que nunca ocorre simultaneamente a
transferéncia de electrGes entre os centros redox.

Para o ajuste das curvas experimentais utilizou-se o modelo de microestados, ou seja,
considerou-se que ocorre a transferéncia de um electrdo entre cada um dos quatro
“microestados” PCc0, PCcl, PCc2 e PCc3 (Figura 2.7). Aplicou-se a equacdo de Nernst a cada
um desses equilibrios pelo que as curvas experimentais foram ajustadas a um processo

monoelectrénico.

PCcl
N &
2 NN
PCcO PCes
Z
RN >
PCe2

Figura 2.7 Esquema do modelo usado para simular as curvas de absorvancia em fungdo do potencial.
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Considerando que no microestado PCc0 os dois hemos estdo na forma férrica, que nos
microestados PCcl e PCc2 um dos hemos estéa reduzido e que no microestado PCc3 ambos 0s
hemos estdo reduzidos, foram deduzidas as seguintes equagdes, tendo em conta que
[PCc0] = X, [PCcl] =Y, [PCc2] =K e [PCc3] = Z:

E =E;+59log (X/Y) (Eq. 2.9)
E = E2+ 59 log (X/K) (Eq. 2.10)
E =E;+59log (K/Z) (Eq. 2.11)
E=E,+59log (Y/Z) (Eq. 2.12)
X+Z+Y+K=1 (Eg. 2.13)
logo
s = 1+ 10(EEY59) 4 10(EE)59) 4 1(E-E )59 y 10(EE)I50) (Eq. 2.14)
10(E-E /59 5 10((EE)/59)

vy=_ X (Eq. 2.15)
10((E-E1)/59)

K= X (Eq. 2.16)
10(EE)59)

Z= X (Eq.2.17)

10(EE)/59) o 10((EE,)/59)

Os valores utilizados no ajuste das curvas de absorvéancia a 545 nm em funcdo dos
potenciais de reducdo (equacgdo 2.18), foram obtidos por ajuste manual de pardmetros (Ei, E»,

ex, ev,ek € €;) que foram estabelecidos a partir dos dados experimentais

Abs=Xxex+Y xey+Kxecx+Zxe (Eq.2.18)

2.8 Métodos electroquimicos

Os ensaios voltamétricos foram realizados com um Potenciostato/galvanostato
(AUTOLAB PSTAT10, Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands), como fonte de potencial
aplicado e como aparelho de medida. Todo o sistema foi controlado com o software GPES da
Eco Chemie. Os dados recolhidos a partir dos voltamogramas usando o software GPES foram
posteriormente tratados e analisados usando o programa Excel.

A célula electroquimica utilizada era de um s6 compartimento e apresentava quatro

entradas, para os trés eléctrodos e para um tubo para o desarejamento da solucéo (Figura 2.8).
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Eléctrodo
de trabalho
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Figura 2.8 Esquema da célula electroquimica usada neste trabalho.

Entrada de
Argon e purga

Os eléctrodos utilizados foram:
o Referéncia: eléctrodo de Ag/AgCl (BAS MF-2052, +205 mV vs ENH)
e Auxiliar: eléctrodo de platina
e Trabalho: eléctrodo de grafite pirolitica, com orientacdo basal (6,2 mm?);
eléctrodo de grafite pirolitica com filme de proteina (EGPF) (6,2 mm?);
eléctrodo de membrana de grafite pirolitica (EMGP) (6,2 mm?).

Neste trabalho todos os potenciais sdo referidos em relagdo ao eléctrodo padrdo de
hidrogénio (ENH).

Antes de cada experiéncia o electrolito (10 mL) foi desarejado durante 30 minutos com
argon directamente na solucdo, e durante os ensaios manteve-se um fluxo constante de gas por
cima da solucéo.

Para cada experiéncia foi realizado o respectivo ensaio “branco”, através do registo dos

voltamogramas nas mesmas condi¢des experimentais na auséncia de proteina.

2.8.1 Voltametria ciclica

A velocidade de varrimento variou entre 5 mVs? e 1 Vs, numa gama de potenciais
que variou entre —-600 mV e +400 mV. Durante o varrimento de potencial foi aplicado um

passo de 5 mV.
2.8.2 Voltametria de impulso diferencial

Na voltametria de impulso diferencial utilizou-se uma amplitude de impulsos de
50 mV, com uma duracdo de 50 ms e um tempo entre impulsos de 0,5 s, numa gama de

potenciais entre -600 mV e +400 mV.
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2.8.3 Preparacdo do eléctrodo

Antes de cada ensaio, o eléctrodo de trabalho (eléctrodo de grafite pirolitica) foi polido
manualmente numa camurca de polimento (Buehler 40-7212), com uma suspenséo de alumina
de granulometria de 0,3 pum e lavado com agua desionizada (Milli-Q). Seguidamente, fez-se
novo polimento com outra suspensao de alumina 0,05 pum (Buehler 40-6365-006), lavou-se com
agua Milli-Q e secou-se com ar comprimido.

Para a caracterizagdo electroquimica da PCc e o estudo da catalise mediada utilizaram-
se dois procedimentos distintos para a preparacgao do eléctrodo:

Procedimento 1: Eléctrodo modificado com filme de proteina

Sobre a superficie do eléctrodo de trabalho previamente polido, lavado e seco
colocaram-se 2,5 pL de solucéo de trabalho, os quais secaram a temperatura ambiente durante
30 minutos. Seguidamente, o eléctrodo foi imerso no electrolito suporte e tragaram-se os

voltamogramas.

Procedimento 2: Preparagéo do eléctrodo de membrana

Depositou-se uma gota (2,5 uL) de solugdo de trabalho (solucdo que ficava retida dentro
da membrana) sobre um pequeno quadrado (~ 2,25 cm?) de membrana de dialise (Spectra/Por
MWCO 3500, celulose regenerada com carga negativa). A superficie do eléctrodo de trabalho
previamente polida, lavada e seca ajustou-se, com um pequeno anel de borracha, a membrana
com a gota (Figura 2.9). Seguidamente, o eléctrodo foi imerso no electrdlito suporte e tragaram-

Se 0S voltamogramas.

Cs52 ox

Cs52 red

Figura 2.9 (A) e (B) Preparagdo do eléctrodo de membrana (EMGP), onde sobre a membrana de dialise
(c), depositada em cima do anel de borracha (b) é colocada uma gota de solucdo de trabalho (d) com
ajuda de uma micropipeta (f). (C) Esquema do eléctrodo de membrana: (a) eléctrodo de trabalho de
grafite pirolitica; (b) anel de borracha; (c) membrana; (d) solucdo de proteina aprisionada, (e) grafite
pirolitica. Junto da superficie do eléctrodo a proteina oxidada recebe electrbes ficando reduzida.
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A membrana de diélise retém a proteina na proximidade da superficie do eléctrodo e

simultaneamente permite a difusdo de pequenos ides ou moléculas.
2.8.4 Electrolito de suporte e solucgdes de trabalho

Da composicao do electrélito de suporte faziam parte o CaCl, 1 mM e o tampdo10 mM
gue variou com o pH pretendido.

No estudo do sinal de PCc a diferentes valores de pH, em condi¢bes ndo cataliticas e
cataliticas, foram utilizados os seguintes tampdes (10 mM): tampédo acetato (pH 4,5- 5,0);
tampdo MES (pH 5,5); tampédo HEPES (pH 6,0- 7,0) tamp&o bis-tris-propano (pH 7,5).

i) Peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus

A solucdo usada para preparar o filme de proteina (EGPF) continha CaCl, 1 mM,
tampéo bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e PCc 100 puM. Apos imersdao do eléctrodo no
electrdlito tracaram-se voltamogramas de impulso diferencial e voltamogramas ciclicos a
diferentes velocidades de varrimento (10 - 300 mVs™).

As solugdes utilizadas para os ensaios com eléctrodo de membrana (EMGP) continham
CaCl; 1 mM, tampéo bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e PCc 100 uM. Apos imersdo do
eléctrodo no electrdlito tracaram-se voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de

varrimento (10 a 300 mVs™).
ii) Citocromo css2 de Ma. hydrocarbonoclasticus

Para o estudo do sinal electroquimico do citocromo Css; usou-se um eléctrodo de
membrana de grafite pirolitica (EMGP).

O electrdlito de suporte era constituido por tampao bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e
CaCl; 1 mM.

Estudou-se o efeito da variacdo da concentracdo de citocromo css; na solucédo trabalho
através da realizacdo de ensaios voltamétricos com concentragdes de citocromo Css; de 35 UM,
71 uM e 141 uM em tampdo bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM. Apds imersdo do
eléctrodo no electrdlito tracaram-se voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de

varrimento (10 a 300 mVs™).
iii) Determinacgdo do coeficiente de difusdo do citocromo css, de Ma. hydrocarbonoclasticus

Para a determinagdo do coeficiente de difusdo do citocromo citocromo css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus num eléctrodo de membrana de grafite pirolitica (EMGP), utilizou-se

como electrélito de suporte tampao bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM.
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Estudou-se o sinal electroquimico de citocromo css; ha solucdo trabalho através da
realizacdo de ensaios voltamétricos com concentragdes de citocromo css; de 35 uM em tampao
bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM. Apds imersdo do eléctrodo no electrélito
tracaram-se voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de varrimento (10 - 300 mVs™).
Quando o controlo da reaccao de transferéncia electronica € efectuada por difuséo e o processo
é reversivel, a corrente do pico méxima é dada pela equacao de Randles-Sevcik (equagdo 2.19)

ip = 2,69 X105 n¥2 A DY C 12 (Eqg. 2.19)

Para obter o valor do coeficiente de difusdo, determinou-se o declive da recta da
variacdo da correntes de pico (ip) em funcgéo da raiz quadrada da velocidade de varrimento. Este
declive corresponde a 2,69 x10° n®2 A D2 C, onde n é o nimero de electrdes trocados entre o
eléctrodo e o citocromo, C é a concentracdo do citocromo, A a area do eléctrodo e D o
coeficiente de difuséo.

A éarea da superficie do eléctrodo de trabalho (6,2 mm?) foi estimada usando um sistema
com coeficiente de difusdo conhecido, o ferricianeto de potéssio, utilizando a equacdo de
Randles-Sevcik e o procedimento experimental acima referido.

O valor do coeficiente de difusdo determinado para o citocromo Css; de Ma.

hydrocarbonoclasticus nestas condicdes foi de (1,4 +0,1) x 10 cm? s,

iv) Variagédo do pH

Para o estudo do efeito do pH no sinal do citocromo css; preparou-se o electrolito
de suporte num tampao “universal” 100 mM, a partir de uma solucao de varios tampdes (acetato
de sodio/acido acético, bis-tris-propano, MES e CAPS), cujo pH inicial foi ajustado para 7,5 e
variou-se o seu valor pela adi¢do de pequenas quantidades de NaOH 1 M ou de HCI 1 M.

A solucdo de trabalho consistiu em tampdo bis-tris-propano 10 mM (pH 7.,5),
CaCl; 1 mM e citocromo Css2 35 UM.

Apos cada adigdo de base ou acido fez-se a leitura do pH, com um eléctrodo de pH
previamente calibrado e imerso no electrolito e tragou-se um voltamograma ciclico (entre

-50 mV e +450 mV) a uma velocidade de varrimento de 20 mvs™.

v) Variagao da forca iénica

A variacdo do sinal do citocromo css; com a forga ionica, a pH 7,5, foi estudada com
uma solucdo de trabalho com citocromo css; 35 pM, CaCl, 1 mM e o tampé&o bis-tris-propano
10 mM. Variou-se a forga idnica pela adicdo de pequenas quantidades de uma solucéo

concentrada de cloreto de sédio (6 M, pH 7,5), numa concentragdo final que variou entre
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10 mM e 900 mM, ao electrolito de suporte. Seguidamente, tracaram-se 0s voltamogramas

ciclicos (entre -50 mV e +450 mV) a uma velocidade de varrimento de 20 mVs™.
vi) Ensaios em presenca de PCc

Para se analisar a influéncia da presenca de PCc na resposta do citocromo css, todos 0s
ensaios anteriormente descritos para o0 citocromo css; foram realizados na presenca de PCc.
Preparou-se uma solucdo de trabalho com tampdo bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5),
CaCl; 1mM, citocromo css; 35 UM e PCc 4,6 uM. Seguidamente, tracaram-se 0s voltamogramas

ciclicos a diferentes velocidades de varrimento (entre -50 mV e +450 mV).
2.8.5 Estudo cinético da catalise medida

No estudo da catalise mediada usou-se um eléctrodo de membrana de grafite pirolitica,
preparado como descrito anteriormente, e os ensaios foram realizados por voltametria ciclica
entre -50 mV e +450 mV a uma velocidade de varrimento entre 10 mVs? e 300 mVs®. Em
todos os estudos electroquimicos inicialmente analisou-se o regime de transporte de massa € a
reversibilidade do sinal do citocromo css;. Usaram-se duas abordagens diferentes, variando-se a

concentragdo de perdxido de hidrogénio numa delas e a concentragdo de PCc na outra.
i) Variagdo da concentragéo do peroxido de hidrogénio

As solucBes de trabalho foram preparadas em tampéo bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5)
com CaCl, 1 mM, citocromo css; 35 UM e PCc 4,6 uM. O electrdlito de suporte era constituido
por tampao bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM.

Inicialmente, monitorizou-se o decaimento do sinal catalitico (v = 20 ms™) ao longo do
tempo, usando duas quantidades de peroxido de hidrogénio diferentes (500 UM e 1 mM).

Investigou-se, seguidamente, a variacdo do sinal catalitico com adicdo de quantidades
diferentes de perdxido de hidrogénio, numa concentragdo final no electrdlito suporte de 10 uM,
25 uM, 50 uM, 100 pM, 375 pM, 500 uM, 625 pM, 750 pM, 875 UM, 1000 uM, 1500 puM e
2000 pM.

Os valores de Km e imax foram obtidos pelo ajuste directo de dados experimentais a
equacdo de Michaelis-Menten e pela regresséo linear de Eadie- Hofstee (representacdo de ica,

em funcgéo de ica/[H202]).
ii) Variagdo da concentragéo de PCc

Para analisar a influéncia da concentracdo de enzima na catalise mediada, a solucédo de

trabalho foi preparada em tampédo bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5), CaCl, 1 mM, citocromo
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Css2 35 UM e as seguintes concentragfes de PCc: 1,1 uM; 2,3 uM; 4,6 uM; 6,9 uM; 9,2 uM;
13,8 uM. Para obter os voltamogramas cataliticos adicionou-se peroxido de hidrogénio (1 mM)
e tracaram-se os voltamogramas a 20 mVs* entre -50 mV e +450 mV.

2.8.6 Influéncia do pH na catélise mediada

Para se analisar a influéncia do pH na catalise mediada, utilizaram-se solucGes tampé&o
diferentes para cada valor de pH, entre pH 4,5 e 9. A solucdo de trabalho e o procedimento
utilizado foi o descrito anteriormente (2.7.4 iii)). A concentracdo final de perdéxido de
hidrogénio nestes ensaios foi de 1 mM.

O perfil de pH foi ajustado a equacgéo 2.20

icat = Imax / (1+10CKaLPH) 4 1 Q(PH-pKa2)) (Eq 2.20)

2.8.7 Influéncia da forga ionica na catalise mediada

Para se analisar a influéncia da forca ionica na catalise mediada, efectuaram-se dois

procedimentos distintos que a seguir se descrevem.

i) Adicéo de NaCl a solucéo de trabalho e ao electrolito

As solugdes de trabalho, preparadas em tampéo bis-tris-propano 10 mM (pH 6,5)
continham citocromo Css2 35 uM, CaCl, 1 mM e PCc 4,6 pM. A variacdo da forga ionica foi
conseguida adicionando aliquotas de uma solugdo concentrada de NaCl (6 M, pH 7,5) ao

electrdlito e a solucdo de trabalho. O procedimento experimental foi o descrito anteriormente.

ii) Adicdo de NaCl ao electrdlito

A solucdo de trabalho preparada tampdo bis-tris-propano 10 mM (pH 6,5 ou 7,5)
continha citocromo css; 35 uM, CaCl, 1 mM e PCc 4,6 uM. A variacdo da forca ionica foi
efectuada adicionando diferentes volumes de uma solucdo concentrada de NaCl (6 M, pH 7,5),
somente ao electrdlito, esperando 5 minutos para se atingir o equilibrio. Seguidamente,

tracaram-se 0s voltamog ramas.

2.9 Simulacgdes de atracamento molecular

Neste estudo foi utilizado algoritmo BiGGER, que esté incluido no programa Chemera,

desenvolvido por Palma e Krippahl [200, 201].
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Para efectuar o atracamento molecular utilizaram-se as estruturas publicadas no RCSB
Protein Data Bank (PDB) da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus monomérica e dimérica na
forma fechada e na forma aberta (IRZ6 e IRZ5, respectivamente), do citocromo css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus dimérico (CNO) e do citocromo ¢ de coracéo de cavalo (1HRC).

A simulagdo de atracamento molecular foi efectuada em duas fases. Na primeira, as
proteinas em estudo sdo tratadas como corpos rigidos (assume-se que a conformacao global da
proteina ndo é alterada com a interac¢do com a outra proteina), fixando-se uma das proteinas
numa determinada posi¢do enquanto a outra (a sonda) é rodada e translacionada livremente
sobre a primeira. Este primeiro passo tem como objectivo obter as posi¢des possiveis entre as
duas proteinas. Nesta fase, 0 BiGGER “pesquisa” no espaco (tridimensional) posigdes €
orientagdes provaveis (solugdes) para a interaccdo entre as proteinas, geradas pela rotagdo de
15° e translagdo de 1° da estrutura da proteina doadora de electrdes (sonda) & volta da superficie
da proteina aceitadora de electrdes (alvo). Este algoritmo gera 5000 solugbes putativas de
atracamento, considerando como limite minimo de contacto entre as duas proteinas 300 ou 500.

A segunda fase consiste na avaliacdo e seriacdo dos complexos gerados e seleccionados
na primeira fase, utilizando a complementaridade da forma da superficie e das cadeias laterais,
as interaccOes electrostaticas, o emparelhamento de aminoécidos ao longo das superficies de
contacto e a energia de solvatacdo que, em conjunto, resultam num valor de ordenagéo global.

Posteriormente, usando o programa Chemera, foram calculadas as disténcias entre o
atomo de ferro do hemo E, e o atomo de ferro do centro hémico do citocromo cssz. Nesta fase,
as melhores solugdes com a menor distancia entre os dois a&tomos de ferro referidos (a qual
devera ser inferior ou igual a 20 A [191]) foram novamente ordenadas por hidrofobicidade e/ou
por interaccBes electrostaticas, dependendo do caracter da interacgdo entre as proteinas do
complexo em estudo [52, 197, 205, 206].

Os resultados de atracamento molecular foram analisados com o programa Chemera e
com o programa Excel, onde foram seriados os melhores complexos. As imagens foram

realizadas com os programas Accelyrs ViewerLite 4.2 e Chemera.
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Capitulo 3| Caracterizacdo Bioquimica da Peroxidase do Citocromo c de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

3.1 Optimizacdo das condigdes de crescimento de Ma. hydrocarbonoclasticus para a
producéo de PCc

Com o objectivo de se obter a peroxidase do citocromo c efectuaram-se varios
crescimentos da bactéria Marinobacter. hydrocarbonoclasticus, num microfermentador de 10 L
em que se monitorizou o pH, a concentracdo de oxigénio e a densidade Optica a 600 nm.

Esta bactéria halofilica Gram-negativa, Ma. hydrocarbonoclasticus, utiliza como fonte
de carbono e energia varios hidratos de carbono (lactato, citrato) é anaerdbia facultativa, isto é,
utiliza como aceitador final de electrdes tanto o dioxigénio como 6xidos de nitrogénio e tem
todas as enzimas para realizar a via de desnitrificagdo (redugéo do nitrato a azoto molecular)
[34, 140, 212- 215].

A bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus foi cultivada em meio s6lido sempre em
condi¢des aerdbias (30 °C), pelo método das estrias, a partir de uma cultura pura, tal como se
descreveu no Capitulo 2| 2.1.3. Nas fases de crescimento seguintes, em meio liquido, utilizaram-
se condi¢Bes de microaerofilia estando os baldes Erlenmeyer a 30 °C sob agitacdo orbital a
230 rpm. Entre cada inoculacdo decorria um periodo de 24 horas, sendo verificada a pureza da
amostra por observacdo da cultura no microscopio dptico de elevada resolugdo, bem como o
crescimento da cultura por leitura da densidade 6ptica a 600 nm.

Inicialmente, os crescimentos no microfermentador realizaram-se como descrito
por Alves e colaboradores [70]. Essas condigdes de crescimento (Capitulo 2| Tabela 2.4,
condi¢do 1) diferem somente na quantidade de lactato usado (1 % ) que neste trabalho de
investigacdo foi de 0,8 %. No entanto, nessas condi¢des a quantidade de PCc encontrada no

periplasma foi muito reduzida, apesar da quantidade de citocromo css ser elevada (Figura 3.1).

MM (kDa) 0 15 30 120 uM de KNOs

140/260
100

40
35

25

Figura 3.1 Electroforese em condicGes desnaturantes do periplasma de Ma. hydrocarbonoclasticus, obtido
em diferentes condicfes de crescimentos, realizados para a optimizagdo da producdo de peroxidase do
citocromo ¢ em que foram adicionadas diferentes concentragOes de nitrato de sodio ao meio de cultura.
Gel de poliacrilamida (12,5%) com coloracdo para hemos tipo c. Nos géis foram aplicadas amostras em
que a relacdo volume de periplasma bruto/ volume da amostra aplicada no gel é igual. cd; - nitrito
reductase, PCc - peroxidase do citocromo c.
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A massa celular himida obtida nas condi¢des reportadas por Alves e colaboradores [65]
variou entre 94 g e 98 g nos varios crescimentos efectuados, tendo-se obtido na purificacéo
entre 0,045 pumol e 0,092 pmol de PCc, com uma razéo de pureza entre 4,0 e 4,1.

De modo a enriquecer o extracto proteico inicial com a proteina de interesse, a PCc,
efectuou-se uma optimizacéo das condi¢Oes de crescimento. Durante um dos crescimentos, foi
adicionado fortuitamente ao meio de cultura uma quantidade vestigial de nitrato de sodio, tendo-
se verificado que nesse crescimento a quantidade de PCc no periplasma era significativamente
maior (dado ndo apresentado). Esta adi¢do foi detectada devido a presenca de nitrito reductase
(citocromo cd,) durante o primeiro passo cromatografico da purificacdo de PCc (Figura 3.1).
Esta enzima pertence a via de desnitrificacdo, cuja expressao do gene que a codifica depende da
presenca de nitrato [34, 98].

Assim, nos crescimentos subsequentes foram testadas quantidades de nitrato crescentes:
15, 30 e 120 uM. A solucdo de nitrato de potassio era adicionada somente no Gltimo passo do
crescimento, quando o meio liquido passava de bales Erlemeryer para o microfermentador.
Nos géis revelados para a presenca de hemos de tipo ¢, em que se colocou a mesma por¢éo de
volume/ volume de periplasma e amostra (Figura 3.1), é possivel constatar 0 aumento da
quantidade de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus no periplasma, com o aumento da quantidade
de nitrato de sddio adicionado ao meio de cultura.

Verificou-se que a presenca de nitrato no meio de cultura e condi¢des de crescimento
sob baixa tensdo de oxigénio fazem aumentar a producéo de PCc, Figura 3.1 (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Massa de células himidas obtida de 10 L de cultura de Ma.

hydrocarbonoclasticus e quantidade de PCc purificada, utilizando
diferentes concentragdes de nitrato de sddio.

[KNOs] (uM) 0 15 30 120
Massa de células
hamidas (g) 94/98 100 107 111
Quantidade de PCc
purificada (umol) 0,045/0,092 0,196 0,241 1,126

Uma vez que em crescimentos em condigBes desnitrificantes e anaerdbias de Ma.
hydrocarbonoclasticus ndo foi detectada a presenca de PCc no extracto periplasmico [70, 162],
pode-se propor que a expressdo do gene que a codifica dependa da presenca de algum oxigénio
no meio.

Uma explicacdo para a sobreexpressdo de PCc podera ser a presenca de peroxido de
hidrogénio no meio celular, consequéncia da existéncia de antraquinonas ou hidroquinonas, uma
vez que estas espécies quimicas ocorrem naturalmente em bactérias [32]. A auto-oxidacdo de
antraquinonas ou a oxidacdo de hidroguinonas poderéo ser a fonte de peréxido de hidrogénio na
bactéria [32, 220].

No entanto uma outra explicacdo para o facto da PCc ser expressa em condicdes de

baixa tensdo de oxigénio podera ser a presenca de oxidases terminais que, em condicGes de
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microaerofilia, ndo reduzem eficientemente o oxigénio molecular a agua por terem menor
afinidade para o oxigénio, ocorrendo a formacdo de peréxido de hidrogénio (equacdo 4.1) [30,
221 e 222]

O;+2H"+2e — H,0, (Eq. 4.1)

Em estudos realizados, com a oxidase terminal de Ma. hydrocarbonoclasticus crescida
em condicBGes aerdbias verificou-se que esta reduz o oxigénio molecular a perdxido de
hidrogénio e ndo a agua (equagdo 4.1), verificando-se ainda que esta apresenta actividade de
quinol oxidase [30, 221 e 222]. Assim 0 aumento da concentracéo de perdxido de hidrogénio ira
promover a activacéo do regulador de transcripcdo que controla a expressdo do gene ccp.

Esta reportado em Ps. aeruginosa e Pa. pantotrophus [84, 93- 96] que a alteracdo do
metabolismo aer6bio para anaerdbio, que ocorre quando a quantidade de oxigénio no meio
diminui, é acompanhada pela repressdo dos genes ligados ao metabolismo aerébio, enquanto 0s
genes ligados a respiracdo anaerdbia sdao induzidos [82- 84, 96]. Em Pa. pantotrophus, em
resposta a privacao de oxigénio, o gene fnrP controla a expressdo do gene nar, que codifica para
a reductase do nitrato, do gene cco que codifica para a oxidase cbbs (uma oxidase terminal
expressa em condigdes de baixa tensdo de oxigénio) e do gene ccp que codifica para a
peroxidase do citocromo ¢ [31, 84 e 96]. Também em Ps. stutzeri é o gene fnrA, que codifica o
regulador FNR que é expresso e controla a expressdo da oxidase terminal, do citocromo cbbs
(gene ccoN), da peroxidase do citocromo ¢ (gene ccp) e da oxidase coproporfirinogene Il (gene
hemN) [31, 54 e 88]. Nesta bactéria, quatro genes (fnrA e trés homélogos dnrD, dnrE e dnrS)
codificam para factores transcripcionais da familia FNR, sendo que a transcricdo de dnrS ocorre
sob controlo de FnrA em condicGes de baixa tenséo de oxigénio [96].

Os dados experimentais sugerem, pela primeira vez, a hipotese de que em condicGes de
baixa tensdo de oxigénio, tal como em Pa. denitrificans [83, 84, 86 e 95], Ps. aeruginosa [93 e
94] e Ps. stutzeri [54, 56], 0 FNR regula a expressdo do gene que codifica para a PCc em Ma.
hydrocarbonoclasticus. Este dado é reforcado pelo conhecimento de que a sequéncia de ADN
reconhecida pelo FNR se encontra na zona a montante do local iniciagéo da transcri¢do do gene

ccp tal como foi referido no Capitulo 1| 1.3.4 (Figura 1.1).
3.2 Purificacdo da peroxidase do citocromo c e do citocromo Css>

A PCc e o citocromo css; foram purificados a partir do periplasma de Ma.
hydrocarbonoclasticus em trés passos cromatograficos, como descrito no Capitulo 2| 2.1.3. Os

espectros de absorcdo das fracgdes purificadas de PCc e de citocromo css; apresentam-se em

seguida (Figura 3.2 e 3.3), assim como a respectiva tabela de purificagdo (Tabela 3.2).
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Figura 3.2 (A) Espectros de UV-visivel de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus 3,1 pM em tampao Tris-
HCI 10 mM (pH 7,5), no final da purificacdo (—) e na forma reduzida (---) ap6s a adic¢do de ditionito de
sodio. (B) Electroforese em condicBes desnaturantes em gel de poliacrilamaida (12,5%) corado com Azul
de Coomassie; P-periplasma, 1- fraccdo de PCc que eluiu da coluna Source Q, 2- frac¢do de PCc que eluiu
da coluna superdex 200, 3- fracgdo pura de PCc que eluiu da coluna HTP.
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Figura 3.3 (A) Espectro de UV-visivel do citocromo css; 4,7 pM em tamp&oTris-HCI 10 mM (pH 7,6).
(—) Espectro do citocromo css; puro e oxidado e (---) espectro do citocromo c reduzido.
(B) Electroforese em condigBes desnaturantes em gel de poliacrilamaida (12,5%) corado com azul de
comassie, MM - padrdes de massas moleculares. 1 - fracgdo de citocromo css, que eluiu da Source Q,

2- fraccdo de citocromo Cssp que eluiu da Superdex 75, 3 - fraccdo pura de citocromo css; que eluiu da
HTP.
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Tabela 3.2 Tabela de purificacdo da peroxidase do citocromo ¢ e do citocromo css; de
Ma. hydrocarbonoclasticus

Volume  Concentragéo Quantidade total Razdo de Rendimento
(mL) (umol/L) de proteina (mg) pureza n (%)

Periplasma 500 - 546 0,8 -
S ¢ Source—Q 50 25 437* 21 -
é g Superdex 200 30 34 238* 3,2 54
g g HTP 5,6 225 45* 4,6 19
o
8 Periplasma 500 - 340 11 -
é Source -Q 100 260 308* 2,8 -
g Superdex 75 50 500 287* 4,5 93
2 HTP 12 719 275* 6,0 89

~
o

*valores obtidos da purificacdo da fraccdo com maior razdo de pureza entre cada passo cromatogréafico

Ao longo da purificacdo, e dada a quantidade de PCc, foram somente purificadas as
fracgOes que apresentavam a razdo de pureza mais elevada, tendo-se conseguido no final, PCc
com elevado grau de pureza e em maior quantidade.

A purificacdo apresentou um rendimento de 19 % para a PCc (R (Asionm/Azsonm) ~ 4,6) €
de 89 % para o citocromo Css2 (R (Asionm/Azsonm) ~ 6), tendo-se obtido 1,13 umol de PCc e

8,63 umol de citocromo Cssp.

3.3 Determinagdo da massa molecular aparente da Peroxidase do citocromo ¢ e do
citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus

A massa molecular aparente da PCc foi determinada através de uma cromatografia de
exclusdo molecular, a varias forgas ionicas, na presenca e na auséncia de cloreto de célcio. Foi
utilizado como valor de referéncia, a massa molecular da PCc determinada por espectrometria
de massa, tendo em conta os hemos covalentemente ligados, 36575 Da [70].

Estudou-se o efeito da concentracdo de PCc na sua massa molecular aparente, tendo-se
obtido para uma solucdo de concentracdo inicial de 11,5 pM e de 22,5 pM uma massa
molecular aparente de 67 kDa e de 72 kDa, respectivamente. Comparando estes valores obtidos
por cromatografia de exclusdo molecular, com a massa molecular obtida por espectrometria de
massa, concluiu-se que, nas condi¢des experimentais utilizadas, a enzima se encontra no estado
dimérico. Verificou-se assim que, 0 aumento da concentracdo de PCc ndo tem qualquer efeito
na massa molecular da PCc.

Estudou-se também o efeito da forga ionica entre 0 e 800 mM na massa molecular
aparente da PCc e do citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus, na auséncia e na presenca

de ido célcio (2 mM). Os resultados apresentam-se na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 Variagdo da massa molecular aparente com a forca idnica, Tris-HCI 10 mM (pH 7,5),
[PCc]= 11,5 uM, [cit Cs52]= 10 pM.

Massa molecular aparente (kDa)

PCc Cit cs52
[NaCl]( mM) Sem Ca* Com Ca* Sem Ca?* Com Ca?
(2 mM) (2 mM)
0 63 - 18 -
10 62 - 18 -
50 78 84 28 20
150 73 71 - 16
300 62 - 17 -
800 72 76 21 19

Concluiu-se que a presenca de ibes célcio e a variacao da forca ionica ndo tém qualquer
efeito na estrutura quaternaria da enzima, estando esta sempre na forma dimérica.

Uma vez que o ido célcio ndo foi removido da PCc, a enzima devera conté-lo na sua
estrutura. A estrutura quaternaria da PCc devera ser entdo o resultado da presenca de célcio na
estrutura da PCc, gue segundo Dias e colaboradores, desencadeia alteragcbes conformacionais
que contribuem para reforcar as interacgdes entre os monoémeros da PCc [71]. O dimero de PCc
devera ser governado por forgas hidrofébicas o que explicara porque a variagdo da forga idnica
ndo altera a estrutura quaternaria da enzima. Este resultado é importante porque mostra que, a
pH 7,5, a PCc nativa ja se encontra com a estrutura quaternaria dimérica, ndo sendo necessario
para isso a presenca de ides calcio em excesso.

Ao contrario do que acontece com as peroxidases do citocromo ¢ de Pa. pantotrophus e
de Ps. aeruginosa, em que a presenca de ides célcio promove a dimerizagdo da enzima, a PCc
de Ma. hydrocarbonoclasticus apresenta-se como dimero no estado nativo tal como a Ps.
stutzeri [44, 46, 48, 58 e 126]. Em ensaios com Pa. pantotrophus e Ps. stutzeri o ido célcio
mostrou ser essencial para a dimerizacao, verificando-se que a remoc¢do do mesmo por EGTA
origina o aparecimento de formas monoméricas destas enzimas [48, 58]. De facto a area de
superficie da interface entre monémeros da PCc de Pa. pantotrophus em valéncia mista (com
calcio na interface dos dominios) é maior do que na forma oxidada, o que segundo Echalier e
colaboradores, pode explicar tanto a forte afinidade para o ido calcio na forma de valéncia mista
como a tendéncia da PCc estar dimérica quando se encontra nesse estado redox [53].

Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 3.3, podemos verificar ainda que a
massa molecular aparente do citocromo css, também nédo varia com o aumento da forca idnica
entre 0 mM e 800 mM de NaCl. Comparando estes valores obtidos por cromatografia de
exclusdo molecular com o obtido por espectrometria de massa, 9,45 kDa [163] conclui-se que
nas condi¢Oes experimentais utilizadas, o citocromo css; se encontra no estado dimérico. Tal
como foi descrito por Brown e colaboradores, o citocromo css; € um homodimero a pH 7,5, em

presenca e na auséncia de ido célcio, mesmo a forca ionica elevada [163].
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A manutenc¢do da estrutura quaternaria da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus a elevada
forga ionica indica que, a interacgdo entre monémeros é governada por forcas hidrofdbicas e
que o dimero se mantém nessas condi¢des. A mesma conclusao se aplica ao citocromo css, desta
bactéria, que mantém a estrutura dimérica a elevada forca idnica, o que podera estar relacionado
com o facto de ambas as proteinas pertencerem a uma bactéria marinha halofilica.

Vaérios estudos realizados com PCc bacterianas mostraram que a conformacéo dimérica
é requerida para a sua activagdo [44, 53, 58 e 80]. Estudos espectroscopicos e electroquimicos
realizados com mutantes (E258K) da PCc de Shewanella oneidensis sugerem que a estrutura
quaternaria das PCc €é necessaria para estabilizar o tempo de vida da forma activa da enzima e assim

ndo permitir a inactivacdo da enzima [80].

3.4 Caracterizagao espectroscépica da peroxidase do citocromo ¢

3.4.1 Espectroscopia de UV-visivel

O efeito do pH na activacdo da PCc foi analisado por espectroscopia de visivel, para
valores de pH entre 4,5 e 8,5, com o intuito de compreender se 0 mecanismo de activagao esta
associado a um efeito redox-Bohr e correlacionar estes resultados com as estruturas
tridimensionais que foram obtidas a dois valores de pH (pH 4,0 e 5,3) [53, 71].

O efeito redox-Bohr reflecte uma interdependéncia termodinamica entre a reducéo e a
protonacgdo de grupos e consiste num mecanismo cooperativo, entre 0 processo de redugédo de
grupos redox e a protonagdo de grupos ionicos, causado por interaccdes electrostaticas entre 0s
mesmos [223- 226]. A protonagdo e a transferéncia de electrfes estdo relacionadas com
modificacdes das ligacOes de coordenacdo dos centros metalicos e o seu estado de valéncia e
podem envolver efeitos conformacionais na proteina [224, 225].

Nestes ensaios foram adquiridos espectros do visivel da PCc nativa, ap6s a adi¢do de
ascorbato de sddio e DAD e durante um periodo de incuba¢do no mesmo, tal como ap6s a
adicdo ido célcio e um periodo de incubagdo com o mesmo. Verificou-se que em todos os pH
estudados foi possivel identificar os picos o e B, 0 que permitiu confirmar que mesmo a pH
baixos (pH 4,5) ou elevados (8,5) o hemo E da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus sofre
reducéo por acc¢do do ascorbato, Figura 3.4.

Na Figura 3.5 e na Figura 3.6 apresentam-se ampliacOes dos espectros de visivel da

activacéo da PCc a diferentes valores de pH (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Espectros de UV-visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, a pH 4,5 (A), 5,0 (B), 5,5 (C),
6,0 (D), 6,5 (E), 7,0 (F), 7,5 (G), 8,0 (H) e 8,5 (I). PCc oxidada (—); PCc de valéncia mista apds
1 minuto (---) e 20 min () de incubagdo com ascorbato de sédio (1 mM ) e DAD (5 puM), PCc de
valéncia mista apés 1 minuto (——) e 40 minutos (—) de incubagdo na presenga de excesso de cloreto de
calcio (1 mM). Foi utilizado o tampé&o acetato/acido acético para pH 4,5 e 5,0, tampao MES para pH entre
5,5 e 6,5, HEPES para pH 7,0, 7,5 e 8,0 e Tris- HCI para pH 8,5.
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Figura 3.5 Espectros de UV-visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, a pH 4,5 (A), 5,0 (B), 5,5 (C), 6,0 (D) e 6,5 (F). Espectros entre 360 nm e 480 nm e
espectros entre 590 nm e 690 nm. PCc oxidada (—);PCc de valéncia mista ap6s 1 minuto (- --) e 20 min (-) de incubagdo com ascorbato de sédio (1 mM ) e DAD

(5 uM), PCc de valéncia mista apés 1 minuto (—) e 40 minutos (—) de incubagdo na presencga de excesso de cloreto de célcio (1 mM). Foi utilizado o tampéo
acetato/acido acético para pH 4,5 e 5,0 e tampdo MES para pH entre 5,5 e 6,5.
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Figura 3.6 Espectro de UV-visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus a pH 6,5 (A), 7,0 (B), 7,5 (C), 8,0 (D) e 8,5 (F). Espectro entre 360 nm a 480 nm e espectro
de 590 nm e 690 nm. PCc oxidada (—);PCc de valéncia mista ap6s 1 minuto (---) e 20 min () de incubagdo com ascorbato de sédio (1 mM ) e DAD (5 uM), PCc

de valéncia mista ap6s 1 minuto (—) e 40 minutos (—) de incubag&o na presenga de excesso de cloreto de calcio (1 mM). Foi utilizado o tampao MES para pH 6,5,
HEPES parapH 7,0, 7,5 e 8,0 e Tris- HCI para pH 8,5.
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A PCc oxidada apresenta um espectro tipico de um citocromo c¢ (Figura 3.4) aos
diferentes valores de pH, com uma banda de Soret, que resulta da transicdo de electrdes da
porfirina, das orbitais = ligantes para as n* antiligantes, e uma banda de absorcdo a
aproximadamente 527 nm, resultante de transi¢Oes de electrBes que ocorre entre as orbitais d-d
do ferro hémico [46, 48 e 226]. Uma banda pouco intensa a 630 nm, resultante da transferéncia

de carga entre as orbitais do 4&tomo de ferro e os ligandos axiais, indica que um dos hemos

esta em equilibrio spin-alto = spin-baixo [46, 48, 65 e 70]. Por comparagdo com o descrito na
literatura, 0 hemo que estd em equilibrio de spin pode ser identificado como sendo o hemo E
[46, 65].

A adicdo de ascorbato de sédio, na presenca de DAD, a solugcdo com PCc oxidada
provoca alteragdes no espectro na zona do visivel em todos os valores de pH. Nestas condigdes,
no espectro do visivel, o pico de Soret exibe um ligeiro alargamento a 417 nm, observando-se
simultaneamente o aparecimento da banda  a 524 nm e da banda o a 556 nm, que estdo
relacionadas com a transferéncia de carga entre as orbitais « e n* do ferro hémico e o anel pirrol
[46, 48, 65, 70, 226]. O deslocamento da banda Soret para comprimentos de onda superiores
depende do pH, aumentando de pH 4,5 até pH 7,5 a que se segue um deslocamento desta banda
para comprimentos de onda menores com o aumento de pH. A perda de absorvancia a 390 nm,
apos a redugdo da PCc com ascorbato de s6dio/DAD, ocorre em todos os valores de pH. A
reducdo do hemo E, coordenado axialmente com uma histidina e uma metionina, ocorre a um
potencial redox mais elevado que o hemo P com coordenacdo bis-histidina, uma vez que esta
coordenado ndo s6 com uma histidina uma também com uma metionina, tendo esta Ultima um
atomo de enxofre electrofilico. Esta reducdo esta completa ao fim de aproximadamente
2 minutos para todos os pH, no entanto s6 a pH 7,5 resulta na diminui¢do da absorvancia a
630 nm (Figura 3.6-C). A pH entre 5,0 e 7,0, a reducdo do hemo E com ascorbato de
sodio/DAD, origina a alteracdo configuracional do hemo P de spin-baixo para spin-alto,
permanecendo o0 hemo E em spin-baixo. No espectro da valéncia mista da PCc na auséncia de
célcio a pH 8,0 e 8,5 ndo surge a banda a 630 nm apresentando-se ambos 0s hemos em spin-
baixo e hexacoordenados.

Apos adicdo de ides calcio, a pH 4,5 o espectro do visivel da PCc em valéncia mista e na
presenca de célcio ndo apresenta a banda a 630 nm (Figura 3.5-A). Entre pH 5,0 e 7,0 a banda a
630 nm ndo desaparece (Figura 3.5 e 3.6) e as caracteristicas de spin-alto do hemo P sdo
observadas ndo s6 a 630 nm como na banda de Soret que se apresenta assimétrica (Figura 3.5-C
e D e Figura 3.6-A, B). A estes valores de pH, a adi¢do de ides célcio favorece a alteracdo de
configuracdo do hemo P de spin-baixo para spin-alto. A adicdo de ies calcio a PCc em valéncia

mista a pH 7,5 resulta num ligeiro ganho de absor¢do a 390 nm que conjugado com o aumento
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da banda a 630 nm, representa a transicdo de spin-baixo para spin-alto do hemo P no estado
férrico. De facto, verifica-se pela analise dos espectros de absorcdo UV-visivel (Figura 3.5 e
3.6) que a pH 7,5 s6 h&a aumento da banda a 630 nm quando se adicionam ides calcio, enquanto
a pH 6,0 e 6,5 isso ocorre logo que se forma o estado de valéncia mista. Verifica-se ainda que, a
pH 7,5 é necesséario incubar 5 minutos a PCc em estado de valéncia mista em cloreto de célcio,
para se observar 0 maximo da banda a 630 nm e que, somente a este pH se observa uma nitida
separacdo entre o fendmeno de reducdo do hemo E, que leva ao desaparecimento da banda a
630 nm e a alteragdo de spin do hemo P que por sua vez origina o aparecimento dessa banda
(Figura 3.6 -C). A pH 8,0 e pH 8,5 ndo se observa, nos espectros do visivel, a banda a 630 nm
indicativa da conformacg&o de spin-alto mesmo apds a adi¢do de calcio & PCc em valéncia mista
(Figura 3.6-D, E).

Estes resultados revelam que a pH 4,5 a PCc em valéncia mista apresenta 0s hemos em
spin-baixo. Este resultado esta de acordo com a estrutura cristalina da PCc a pH 4,0 [71], onde
na presenca de ides célcio, a enzima se encontra em valéncia mista, mas o hemo P permanece
hexacoordenado (coordenado axialmente com duas histidinas) e o local do ido célcio esta
ocupado por uma molécula de agua [71]. O facto da adicdo de ido célcio ndo promover a
alteracdo de spin poderd indicar que a cavidade onde normalmente este se aloja, se alterou ndo
permitindo a sua ligagdo ou ja estava ocupada por &gua, com reportado anteriormente [53, 71].

Entre pH 5,5 e 7,0, a adi¢do de ides calcio a enzima em valéncia mista, acelera a
conversdo para spin-alto do hemo P. Este efeito foi também reportado para a PCc de Pa.
pantotrophus [44, 46, 47, 126] estando relacionado com as altera¢cdes conformacionais durante a
activacdo da PCc. Echalier e colaboradores propuseram com base nas estruturas cristalinas da
PCc de Pa. pantotrophus, que estas alteracdes se iniciam com a modificagdo da rede de ligacdes
de hidrogénio entre os grupos propidnicos hémicos e os residuos da proteina (loop 3, Figura
1.8), por reorientacdo de um propionato ap6s a sua protonacdo [53]. Esta nova reorientacéo
levaria a alteragdes conformacionais que desencadeariam um ajuste em toda a estrutura, sendo
uma consequéncia do mesmo o fortalecimento da ligacéo entre a metionina e o ferro do hemo E
ficando este hemo em spin-baixo. Assim, a reducéo do hemo E estard associada & protonacéo de
um dos propionatos e a alteraces conformacionais verificando-se o efeito redox-Bohr [53].

Da anélise das estruturas cristalinas, efectuada por Dias e colaboradores, foi possivel
constatar que o dimero de PCc é estabilizado por interacgdes hidrofébicas entre as cadeias
proteicas da interface dos monomeros e que a presenca de iGes calcio contribui para interacgdes
mais fortes entre os mesmos [53, 71 e 126]. Considerando que a PCc se apresenta dimérica
nestes ensaios (Capitulo 3| 3.3), a adicdo de ides célcio a solugdo com PCc em valéncia mista
ndo deveria alterar significativamente os espectros do visivel, 0 que esta de acordo com 0s

resultados obtidos neste estudo entre pH 5,5 e 7,0.

73



Capitulo 3| Caracterizacéo Bioquimica da Peroxidase do Citocromo c de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

O facto de nestes valores de pH (5,5 e 7,0), a alteracdo do hemo P para spin-alto
ocorrer rapidamente apés a reducdo do hemo E, da elevada homologia estrutural entre a PCc de
Pa. pantotrophus e de Ma. hydrocarbonoclasticus e com base na alteracdo da conformacéo dos
propionatos entre a estrutura aberta e fechada da PCc Ma. hydrocarbonoclasticus, propdem-se
gue o mecanismo de activacdo da PCc Ma. hydrocarbonoclasticus envolva um efeito redox-
Bohr.

A pH 7,5, a reducdo do hemo E do dimero de PCc ndo desencadeia por si s6 a
alteracdo da conformacdo do hemos P de spin-baixo para spin-alto. Verifica-se que inicialmente
ocorre a alteracdo da conformacdo do hemo E, que esta em equilibrio spin-alto/spin-baixo e fica
em spin-baixo. Esta alteracdo conformacional, tem como consequéncia o fortalecimento da
ligacdo metionina-ferro hémico, permanecendo os dois hemos em spin-baixo, hexacoordenados-
é proposto neste trabalho que esta estrutura corresponda a uma forma intermediaria entre, a
enzima oxidada e inactiva e a enzima em valéncia mista e activa. A Ultima fase da activacao,
desencadeada pelos ides célcio, ira levar a alteragdes conformacionais que alteraram as ligages
de hidrogénio com propionatos do hemo P, com a consequente saida do ligando histidina 71, o
que promovera a alteracdo de spin do hemo P, que passa de spin-baixo para spin-alto, ficando
pentacoordenado [53, 71].

A inactivacdo da enzima a pH 7,5, ap6s reducao do hemo E, podera ser um mecanismo de
sobrevivéncia da bactéria que serd accionado somente em condi¢des muito especificas como por
exemplo pH 7,5 e baixa forca ionica.

O aumento do pH néo favorece a protonacdo dos propionatos, ndo sendo desencadeado o

mecanismo de activagdo, ficando os dois hemos em spin-baixo a pH 8,0 e 8,5.

3.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Electrénica

A activacdo da PCc isolada de Ma. hydrocarbonoclasticus foi estudada utilizando
espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Electronica (RPE).

O ferro hémico no estado de oxidacdo +2 (estado ferroso) tem uma configuragdo
electronica [Ar]d®, que se pode apresentar em spin-baixo (S=0) ou spin-alto (5=2) e no estado
de oxidacdo +3 (estado férrico) essa configuracdo é [Ar]d®, podendo ter spin-baixo (S=%) ou
spin-alto (S=5/2). Os citocromos de spin-baixo na forma ferrosa ndo tém sinal de RPE, uma vez
que o ido ferro é diamagnético, estando na configuracdo electrénica [Ar]d® (S=0) [133]. O
espectro de RPE de um citocromo c reflecte as caracteristicas de um sistema rémbico,
apresentando os valores de g, gx € gy todos diferentes [134-136].

Os sinais observados no espectro de EPR podem ser atribuidos a cada um dos hemos da

PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, por analogia com outras PCc ja estudadas. Na Figura 3.7
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apresentam-se os espectros de RPE da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus na forma oxidada
(Figura 3.7-A), no estado de valéncia mista (Figura 3.7-B) e no estado de valéncia mista ap6s
adicdo de ides célcio (Figura 3.7-C), a pH 7,5.

B'l

A'

100 200 300 400 500 600

Campo magnético (mT)

Figura 3.7 Espectros de RPE da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus em Tris- HCI 10 mM (pH 7,5). No
(A) estado oxidado, (B) no estado de valéncia mista e (C) no estado de valéncia mista incubada com
excesso de ido calcio (1 mM). Simulagéo do espectro de RPE da PCc oxidada (A”), da forma de valéncia
mista (B’) e da forma de valéncia mista incubada com excesso de ido célcio (C’). CondicGes
experimentais: Frequéncia de micro-ondas 9,65 GHz; temperatura 8 K; nimero de varrimentos 3; ganho
2x10°% modulacdo de amplitude 5 Gpp; poténcia de micro-ondas, 0,635 mW, atenuagdo 25 dB. Os
pardmetros usados na simulagdo (A’) do hemo P foram: g, = 2,96, gy = 2,29, gx = 1,34 (spin-baixo, S =
1/2) e do hemo E foram g,= 3,39, gy,= 2,02, gx= 0,60 (spin-baixo, S = 1/2). Como existe s6 contribuicéo
do hemo P em (B), os pardmetros usados na simulagéo (B”) foram: g, = 2,96, gy = 2,29, gx = 1,34 (spin-
baixo, S = 1/2). Para a simulagdo (C’) foram usados os seguintes parametros: hemo HP» (spin-baixo):
0:= 2,94, gy = 2,29, gx = 1,34 e para HP: (spin-baixo, S=1/2) e g, = 2,80, gy = 2,25, gx = 1,54. Na figura
estdo identificados os valores de g e a sua atribui¢do em relacdo aos hemos.

O espectro de RPE (8 K) da PCc nativa é semelhante ao de outras PCc, apresentando

caracteristicas de sistema rémbico, com dois conjuntos de sinais, g, = 3,39, gy =2,02 e g, = 2,96,
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gy = 2,29, gx = 1,34, indicativos de dois hemos em spin-baixo [46, 69]. Apds a redugdo com
ascorbato de sédio e DAD a espécie com g,= 3,39 converte-se na forma ferrosa (S = 0) ndo
havendo alteracdo do sinal a g, = 2,96. Deste facto conclui-se que o sinal a g,= 3,39 pode ser
atribuido ao hemo E, enquanto o outro sinal corresponde ao hemo P que continua na forma
férrica (Tabela 3.4). Nesta conformagdo o hemo P permanece em spin baixo e ndo surgem

espécies com spin alto.

Tabela 3.4 Valores de g das ressonancias observadas nos espectros de RPE da PCc de
Ma. hydrocarbonoclasticus nas formas oxidada e de valéncia mista.

Hemos Spin PCc oxidada na presenca PCc no estado de PCc no estado de valéncia mista na
de excesso de ides calcio valéncia mista presenca de excesso de ides calcio
0:=3,39 (nd@o detecado) (nédo detecado)
HE SB gy=2,02 (Fe?*, S =0) (Fe?*, S=0)
(Fe®, S=1/2)
SB 0z=2,96 0:=2,96
9y=2,29 gy=2,29
ox=1,34 ox=1,34
HP (Fe3*, S=1/2) (Fe3*, S=1/2)
0:=2,94
Qy= 2,29
HP2SB ox=1,34
(Fe3*, S=1/2)
0:=2,80
HP1SB gy=2,25
g«=154

(Fe*, S=1/2)

HE- hemo de transferéncia de electrées; HP- hemo catalitico

Apos a adicdo de ides célcio, observam-se dois novos conjuntos de sinais com g,= 2,80
e gy= 2,25, que correspondem ao hemo P em spin-baixo - HP: e que apresenta conformagao
distinta do hemo P em spin-baixo - HP, com g.= 2,94 e g,= 2,29 (Figura 3.8, Tabela 3.4). Esta
mudanca do espectro de RPE corresponde a uma modificacdo estrutural nas proximidades do
hemo P, que numa das formas (HP:SB) se apresenta pentacoordenado mas cujo espectro de
RPE tem valores de g para spin-baixo. Esta alteracdo conformacional ndo é consistente com a
observacao por espectroscopia do visivel de que a PCc em valéncia mista, a pH 7,5, fica em
spin-alto ap6s a adicdo de ides calcio observando-se a banda a 630 nm. A manutencédo de spin-
baixo do hemo P podera ser devido ao hemo estar coordenado por uma molécula de agua (8 K),
apresentando o espectro de RPE sinais caracteristicos de hemo hexacoordenado.

De facto na forma oxidada as PCc de Ps. stutzeri [55], Ps. aeruginosa [41], Pa.
pantotrophus [49], Sh. Oneidensis [77] e Mc. Capsulatus [69] também apresentam dois
conjuntos de sinais, um atribuido ao hemo E (que se caracteriza por um g, entre 3,24 e 3,41) e
outro ao hemo P (que se caracteriza por um g, entre 2,93 e 3,01). Ap6s a adi¢do de ascorbato de
s0dio/DAD a estas PCc, no espectro de RPE s0 se detectam os sinais do hemo P em spin-baixo

que permanece no estado férrico (Tabela 1.3, Capitulo 1| 1.3.9). No espectro da PCc de Pa.
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pantotrophus surge um sinal a g, = 3,3 atribuido ao hemo P em spin-alto [49], o0 mesmo
sucedendo a PCc de Ps. stutzeri (g; = 2,94) [55] e de Ps. aeruginosa (g. = 2,85) [128]. No
entanto esse sinal atribuido ao hemo P no estado férrico em spin-alto ndo surge no espectro da
PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus mesmo apds a adi¢éo de ido calcio em excesso.

De salientar ainda que, tal como nos ensaios de espectroscopia do visivel, a pH 7,5, a
reducdo do hemo E da PCc ndo influenciou a conformacao nas proximidades do hemo P uma
vez gue 0s sinais espectroscopicos ndo se alteram (o0 hemo permaneceu hexacoordenado). Apés
a adicdo de ibes calcio, tal como nos ensaios de espectroscopia do visivel, é observavel uma
alteracdo do espectro de RPE que deveré corresponder a uma modificacdo nas vizinhangas do
hemo P e indicia altera¢Ges na coordenagdo do mesmo (Tabela 3.4, Figura 3.7). Esta alteragdo
conformacional detectada ap6s a adi¢do de iGes calcio é consistente com as evidéncias
provenientes da espectroscopia do visivel de que a PCc, a este pH necessita de ides célcio para
que as modificagdes ocorram, passando o hemo de hexacoordenado para pentacoordenado [70,
71]. A espécie identificada na Tabela 3.4 como HP,SB podera representar a enzima em valéncia
mista inactiva, hexacoordenada (coordenacao bis-histidina) e em spin baixo. J& a espécie HP1SB
poderd representar a enzima com valéncia mista na conformagdo activa, cujo hemo esta
coordenado com uma histidina e com uma molécula de agua a 8 K, e que a temperatura de

ambiente (~295 K) estard pentacoordenado em spin-alto.

3.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (*H-RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foi usada para caracterizar a PCc
nos diferentes estados de oxidacdo a pH 7,5. Esta analise s6 é possivel, tal como em RPE,
devido & presenga de um centro paramagnético [196]. O ferro hémico comporta-se como um
centro paramagnético no estado oxidado em spin-baixo (Fe **, S=%) ou quando se encontra em
spin-alto quer esteja na forma férrica (Fe 3, S=5/2) ou ferrosa (Fe?*, S=2). Nos ferros hémicos,
os electrdes n do anel porfirinico deslocalizados geram uma corrente eléctrica que produz um
campo magnético, estando os nucleos situados dentro (ligandos axiais) ou perto do mesmo,
abrangidos por este campo magnético, que se opde ao campo magnético exterior aplicado, o que
provoca o deslocamento dos sinais desses ndcleos para campos altos. Os nucleos que estejam
fora do anel porfirinico, como é o caso dos grupos metilos do anel de porfirina, estdo sujeitos a
um campo magnético gerado pelos electrdes © do anel porfirinico que reforca o campo
magnético exterior e apresentam ressonancias localizadas a campos baixos.

Os espectros de *H-RMN de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus foram adquiridos num
espectrometro de RMN, a 400 Hz, numa gama de desvios quimicos entre 100 e -20 ppm. Na

Figura 3.8 apresentam-se 0s espectros numa gama de desvios quimicos enter 90 e 15 ppm. Os
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desvios quimicos dos sinais observados, no espectro entre 10 e 90 ppm encontram-se listados na
Tabela 3.5.
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Figura 3.8 Espectros de 'H-RMN de uma solucdo de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus (827 uM),
adquiridos num espectrometro de RMN Avance a 400 Hz. (A) PCc oxidada, (B) PCc oxidada ap6s a
adicéo de cloreto de calcio 2 mM e (C) PCc na forma de valéncia mista na presenca de ides calcio e de
ascorbato de sodio 2 mM ap6s 60 minutos de incubagdo. Condi¢Bes experimentais: Tampéo Tris-HCI
5 mM (pH 7,5), temperatura de 303 K, 10% de D-0.

Em todos citocromos ¢ as ressonancias dos protdes pertencentes aos metilos do hemo,
foram atribuidas aos carbonos com uma mesma numeragdo, utilizando a nomenclatura da
IUPAC-IUB. Na Figura 3.9, apresenta-se o centro porfirina de um citocromo ¢ onde se

identificam em vérias posi¢des os grupos metilo M1, M2, M3 e M.
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Tabela 3.5 Valores de desvio quimico observado nos espectros de *H-RMN, entre 10 e 90 ppm, de PCc de
Ma. hydrocarbonoclasticus

Ressonéncia (ppm)
Hemo

PCc no estado oxidado PCc no estado de valéncia PCc no estado de valéncia
oxidado na presenga de mista na presenca de excesso
excesso de ido calcio * de ido calcio *
E
(M1) / (M2) 63,6 63,7
(M3) - -
(Ma) 55,3 56,0
P
(M1) / (M2) 33,8 34,2 62,8/ 58,8
(M3) / (Ms) 22,5 22,1 56,2/ 51,5

No espectro de *H-RMN de PCc oxidada observaram-se dois conjuntos de ressonancias,
um entre 22,5 ppm e 33,8 ppm e outro entre 65,2 ppm e 48,2 ppm, que correspondem ao hemo
P em spin-baixo e ao hemo E parcialmente em spin-alto, respectivamente [46, 55 150 e 206]. A
adicdo de célcio ndo altera o espectro da enzima oxidada. Este resultado esta relacionado com o
facto da estrutura quaternaria da PCc néo ser afectada pela presenca de excesso de célcio, como
se verificou na secgédo 3.3.

A reducdo do hemo E pela adi¢do de ascorbato de sodio transforma-o num centro
diamagnético ndo sendo detectado por esta técnica. Assim o espectro de *H-RMN da PCc no
estado de valéncia mista, na presenca de excesso de ido célcio, apresenta um Unico conjunto de
ressonancias entre 52,5 ppm e 62,8 ppm, que correspondem aos grupos metilo do hemo P. O
desvio quimico das ressonancias desses grupos metilo para campo baixo indica que o hemo P
estad em configuragdo de spin-alto [46, 55, 150 e 206] pelo que devera ter perdido a coordenagao
axial com a histidina 71, estando pentacoordenado, como se verificou no estudo realizado por
espectroscopia de visivel.

A espectroscopia de 'H-RMN foi utilizada na caracterizagdo da PCc de outros
organismos, como Pa. paracoccus [46], Ps. aeruginosa [123, 124 e 128], Ps. stutzeri [55] e Ps.
perfectomarinus [150]. Tal como a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus também estas enzimas
apresentam, na forma oxidada, dois conjuntos de ressonancias: um fortemente desviado para
campo baixo (hemo E) e outro menos desviado, atribuido ao hemo P em spin-baixo. Apoés a
reducdo pelo ascorbato de sodio, na presenca de célcio, todas as PCc apresentam ressonancias
fortemente desviadas para campo baixo, indicando que o hemo P est4 em configuragdo de spin-
alto [46, 55, 150 e 168].
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3.5 Determinacéo dos potenciais formais por potenciometria

Os potenciais formais de uma proteina fornecem-nos indicagdes sobre a estabilidade de
um dado estado de oxidagdo. No caso das proteinas hémicas, alguns dos factores que
influenciam esta estabilidade séo o tipo de ligandos que coordenam o 4tomo de ferro, a carga da
proteina, 0 ambiente em torno do hemo e o grau de exposi¢do do hemo ao solvente [138, 227-
229].

Com o objectivo de determinar os potenciais de reducdo da PCc, efectuou-se uma
titulacdo potenciométrica sem adicao de iGes calcio e na sua presenca. Foi possivel distinguir a
contribuicdo de cada hemo, tanto no sentido da reducdo como no da oxidagdo nas duas
situacOes estudadas (na presenca e na auséncia de excesso de ifes calcio), devido a diferenga
entre os potenciais formais dos hemos.

Seguidamente apresentam-se os espectros de absorcao da PCc, entre 480 nm e 680 nm

(Figura 3.10-A e B) na presenca e na auséncia de excesso de ides calcio.
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Figura 3.10 Espectros de visivel da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus durante a sua reducéo, a pH 7,5,
(A) na presenca e (B) na auséncia de excesso de ides célcio. Em (A) (—) E = +361 mV,
(+)E=+237TmV,(")E=+38mV, (---) E=-124 mV, (—) E =-327 mV. Em (B) (—) E = +210 mV,
()E=+148 mV,( ) E=+52 mV, (---) E =-128 mV, (—) E =-295 mV. Condi¢6es experimentais:
PCc 5,4 uM, tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) (no inicio da titulagcdo) na presenca de mediadores e de
CaCl; 1 mM.

Durante reducdo da PCc, na presenca de excesso de ides calcio, a banda de Soret
deslocou-se para comprimentos de onda maiores, a banda a 542 nm deslocou-se para 545 nm,
mas a banda B ndo se altera. Durante a reducdo do hemo E (inicialmente em equilibrio de

spin) a banda a 630 nm manteve-se constante, aumentando apds a redugdo do hemo P
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(Figura 3.10-A). Esta alteracdo de espectro da PCc em valéncia mista, para a PCc totalmente
reduzida, devera corresponder a alteracdo de spin-baixo para spin-alto do hemo P no estado
férrico. Comportamento semelhante a este foi descrito durante a titulagdo potenciométrica da
PCc de Pa. pantotrophus [46]. A oxidacdo da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus reduzida com
ferricianeto de potéssio reverteu o processo descrito anteriormente, finalizando a titulagdo com a
PCc novamente oxidada.

Na titulacdo potenciométrica, sem adicao de cloreto de calcio, o espectro de absor¢éo do
visivel da PCc oxidada foi semelhante ao observado em presenca de excesso de iGes célcio
(Figura 3.10-B). O entanto o espectro de visivel apés adicdo de ascorbato de s6dio nao
apresenta a banda a 630 nm, que desaparece, ndo voltando a surgir durante a titulacdo no sentido
da reducdo. Nestas condi¢des hd um deslocamento da banda o para comprimentos de onda de
538 nm e a banda de Soret desloca-se para maiores comprimentos de onda. Estes resultados
mostram que a posi¢do da banda o esta dependente do estado de spin do hemo P da enzima, tal
como acontece com a PCc de Pa. pantotrophus [46]. A reducdo do hemo P origina o aumento
da absorvancia (Figura 3.10-B, E= -128 mV e E= -295 mV) distinta em aparéncia da que foi
observada em presenca de ifes calcio (Figura 3.10-A, E= -124 mV e E= -327 mV), sendo
possivel distinguir os dois estados de spin atribuidos aos hemo P (spin-alto- na reducdo com
ditionito na presenca de excesso de ides calcio e spin baixo- na redugdo com ditionito na
auséncia de excesso de ides célcio) e ao hemo E (equilibrio de spin- na redugdo com ascorbato
de so6dio na presenca de excesso de ides célcio e spin baixo - na reducdo com ascorbato de sodio
na auséncia de excesso de ides célcio).

A atribuicdo de spin-alto ao hemo P reduzido na presenga de excesso de ido célcio foi
apoiada em estudos de espectroscopia de Raman da PCc de Pa. pantotrophus, que
provaram que o hemo P quando reduzido em presenca de iGes calcio se mantém em spin-alto
[126]. Neste estudo por espectroscopia Raman também se verificou que na auséncia de ides
célcio, o hemo P da PCc na forma de valéncia mista se encontra hexacoordenado e em spin-
baixo [126].

A determinacdo potenciométrica, de potenciais de oxidacdo-reducdo de cada um dos
hemos PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus por espectroscopia do visivel, seguiu as variacdes
da absorvéncia a 545 nm em funcéo do potencial da solucdo, considerando a absorvancia a
700 nm como ponto isoshéstico. As curvas experimentais da absorvancia em funcdo do

potencial foram ajustadas, como se descreveu no Capitulo 2| 2.7 (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Curvas de titulacdo de oxidacdo-redugdo, seguida por espectroscopia de UV-visivel
(A = 545 nm), da peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus, (A) ap6s a adigdo de ides
céalcio e (B) sem adicdo de ides calcio, em tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) na presenca de mediadores.
Titulacdo potenciométrica no sentido da reducdo (@) e no sentido da oxidacdo (O).
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Os potenciais redox da PCc, na presenca de excesso de ifes calcio, encontrados apds o
ajuste das curvas potenciométricas, sao para 0 hemo E +230 mV (potencial obtido na titulacdo
durante a reducdo da enzima) e +190 mV (potencial obtido na titulacdo durante a oxidacéo da
enzima). O processo de oxidacdo do hemo P foi afectado pela presenca de excesso de ides
calcio, sendo os potenciais encontrados -108 mV (potencial obtido na titulacdo durante a
reducdo da enzima) e de -140 mV (potencial obtido na titulacdo durante a oxidacdo da
enzima). Estas diferencas estardo relacionadas com as alteracdes conformacionais, e de
coordenacdo de ambos 0s hemos.

Na potenciometria realizada sem adic¢do de iGes célcio, os potenciais redox obtidos
para 0 hemo E foram +120 mV e +140 mV, quando a titulacdo se efectuou no sentido da
reducdo e da oxidacdo, respectivamente. J& os potenciais redox obtidos para o hemo P, na
reducdo e oxidacdo da enzima formam muito semelhantes, -110 mV e -113 mV
respectivamente.

Em presenca de excesso de ides calcio, o perfil de potencial redox da enzima apresenta
uma ligeira histerese, na curva de absorvancia em funcdo do potencial, o que podera
estar relacionado com as alteragcbes conformacionais sofridas pela PCc durante a reducéo do
hemo E (Figura 3.11-A) [223- 226]. Durante a titulagdo potenciométrica na auséncia de
excesso de ides célcio, ndo se observa histerese da curva tanto durante a reducdo como durante
a oxidacdo da PCc (Figura 3.11-B), sendo os potenciais formais muito semelhantes na redugao

e na oxidacdo dos hemos (Tabela 3.6).

Tabela 3.6 Potenciais formais de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus em tampéo HEPES (pH 7,5) 10 mM.
Potenciais formais de oxidacéo — reducdo (mV) (4 = 545nm)

Com adicéo de ides calcio Sem adicdo de ides célcio
Hemo E Hemo P Hemo E Hemo P

S o

o G,

S 5

273 +230 -108 +120 -110
Q

n

S g

o O

=g

22 +190 -140 +140 -113
g5

A titulagdo potenciométrica realizada em presenca de iGes calcio, permitiu estudar as
alteracBes sofridas por cada um dos hemos nessas condi¢fes. O hemo E que se encontra em
equilibrio de spin (spin-alto/spin-baixo) e hexacoordenado, apos reducdo a +230 mV passa a
estar em configuracdo de spin-baixo mantendo a coordenacdo Met-275 e His-201.
Simultaneamente o hemo P na forma férrica, hexacoordenado (His-55 e His-71) e em spin-
baixo adquire a configuragéo de spin-alto ficando pentacoordenado com a His-55 (a banda a

630 nm mantém-se), saindo a His 71 da sua vizinhanca [71]. Com a adi¢do de ditionito, a PCc
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é totalmente reduzida, permanecendo o hemo E na forma ferrosa em spin-baixo e o hemo P na
forma ferrosa em spin-alto. As alteragcdes configuracionais ocorridas durante a reducdo véo
condicionar a oxidag&o.

Durante a oxidagdo da PCc totalmente reduzida, em presenca de excesso de ifes
calcio, os potenciais redox sdo mais baixos (AE (HP) = -32 mV, AE (HE) = -40 mV). Isto &, as
alteracBes estruturais nas proximidades do hemo P ocorridas durante a reducéo,
nomeadamente as alterac6es associadas ao efeito redox-Bohr, ndo sdo totalmente reversiveis, o
gue altera o potencial redox de ambos os hemos. Este facto pode ser explicado pela
movimentacdo das cadeias proteicas, nomeadamente do loop que contém a His 71, que se
move para a superficie da proteina e da consequente alteracdo da rede de ligacBGes por pontes
de hidrogénio e van-der-walls, dentro da estrutura. Tendo em conta que a metionina se
encontra ligada ao hemo E, este residuo podera ter alterado a sua posi¢do (quiralidade),
ficando menos acessivel o que podera ter como consequéncia uma ligeira alteracdo de
potencial do hemo E [229].

O processo redox que ocorre sem adigdo de calcio é ligeiramente diferente do descrito
anteriormente (com adicéo de cloreto de célcio), os resultados mostram que, nestas condigdes
experimentais, a reducdo dos hemos é reversivel, ocorrendo alteracbes conformacionais
reversiveis durante a oxidacdo e reducdo dos hemos [223, 224], que em presenca de célcio
serdo menos reversiveis (as curvas apresentam maior grau de histerese e os potencial sofrem
ligeiras variagBes). Isto é, nestas condi¢fes ocorre somente a reducdo/oxidagdo do ferro
hémico, ndo havendo alteragdo de conformacdo e de coordenacdo nem efeito redox-Bohr,
permanecendo 0s mesmos residuos nas suas vizinhangas.

A titulacdo potenciométrica da PCc de Pa. pantotrophus também apresenta diferenca
entre os potenciais do hemo E na presenca e auséncia de célcio [46], que é explicada como
sendo o reflexo da influéncia do estado de spin do hemo P; quando o hemo E é titulado na
presenca de ido célcio o hemo P estd em spin-alto, mas na sua auséncia estara em spin-baixo. O
potencial formal do hemo E da PCc de Pa. paracoccus na auséncia de céalcio foi de +176 mV
e na sua presenca de +226 mV. O potencial formal do hemo P foi dificil de determinar,
variando entre -100 mV e -200 mV, o que foi atribuido & alteracdo de spin durante a titulacdo
(Capitulo 1| Tabela 1.4).

De notar que, nas condigdes utilizadas, alguns ides calcio poderdo estar presentes, dado
que a enzima ndo foi tratada com EGTA durante as titulagcbes potenciométricas, ndo se
verificando nestas condic¢Bes as alteracBes encontradas na PCc de Pa. paracoccus na auséncia
de calcio [46, 48]. Verificou-se no entanto que nas condi¢cdes experimentais utilizadas (com ou
sem adicdo de cloreto de calcio) a presenca do ido calcio estabiliza a estrutura da PCc que

permanece dimérica, tornando possivel a titulagdo do hemo P.
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3.6 Estudos por voltametria utilizando eléctrodos de grafite pirolitica com filme de
proteina

A modificacdo da superficie do eléctrodo de grafite por um filme de proteina,
desenvolvida pelo grupo de F. Armstrong, tem sido muito utilizada no estudo do
comportamento electroquimico de metaloproteinas [230- 236]. A interaccdo entre o centro
redox de uma proteina e a superficie de um eléctrodo possibilita estudar e caracterizar
propriedades de transferéncia electrénica em sistemas bioldgicos onde aguela participa, uma vez
que a superficie do eléctrodo podera imitar o parceiro bioldgico [230, 235- 238]. Pressupbe-se
ainda que a imobilizagdo da proteina na superficie do eléctrodo permita que a mesma mantenha
0 seu estado nativo e a actividade bioldgica e, simultaneamente, promova a transferéncia directa
de electrbes entre a superficie daquele e o centro activo da proteina [234, 236, 239 e 240]. Estes
estudos tem sido realizados predominantemente por voltametria ciclica, uma vez que esta
técnica permite estimar o potencial formal de metaloproteinas bem como conhecer e
compreender 0 seu comportamento em sistemas bioldgicos [240, 241].

A superficie da grafite apresenta caracteristicas que fazem dela uma das melhores
superficies para interagir com proteinas [239- 242]. Esta contém varios grupos funcionais C-O
hidrofilicos a superficie, que apresentam um valor de pK, total de cerca de 5,6. Se o pH for
inferior a 5,6, as areas hidrofilicas estardo protonadas e a grafite esta neutra; acima de 5,6 0s
grupos funcionais da superficie da grafite pirolitica (GP) ficam desprotonados e a superficie fica
carregada negativamente [230- 232, 239 e 240].

Uma das vantagens da modificagdo da superficie do eléctrodo de grafite por filme de
proteina é de apenas ser necessaria uma quantidade muito pequena de amostra, sendo também
evitadas limitagGes relacionadas com a difuséo da proteina na solugdo [236, 240 e 241]. Outra
vantagem da voltametria com filme de proteina é o uso do eléctrodo de GP como substituinte
do doador fisioldgico, possibilitando a obtencdo de informagbes sobre as propriedades
termodinamicas e cinéticas do sistema biolégico, bem como o estudo de mecanismos
cataliticos [240, 241].

3.6.1 Voltametria ciclica

O comportamento voltamétrico da PCc foi estudado em condigdes estacionérias, com
um eléctrodo de grafite pirolitica modificado com um filme de proteina (EGPF), como descrito
no Capitulo 2| 2.8. Os ensaios realizaram-se com a enzima inicialmente no estado oxidado e na
presenca de ides calcio, assumindo-se que a sua activacdo ocorre no decurso do ensaio, quando

0 hemo E recebe electrdes do eléctrodo.
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A caracterizagdo electroquimica da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus iniciou-se pelo
estudo do seu comportamento a pH 7,5 em presenca de cloreto de calcio (1 mM). Tracaram-se
voltamogramas ciclicos entre +400 mV e -450 mV, usando diferentes velocidades de varrimento
(Figura 3.12). Em condi¢bes ndo cataliticas, surge um pico catddico e um pico anddico,

correspondentes a um mesmo processo de reducdo - oxidacdo, que aumentam com a velocidade

(w‘/\wmﬂm\'r;l

de varrimento.

-0.5 -0.3 -0.1 0.1 0.3 0.5
E V)

Figura 3.12 Voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de varrimento (10 < v < 300 mVs?) da PCc
de Ma. hydrocarbonoclasticus 100 uM, num EGPF. CondigGes experimentais: tampdo HEPES 10 mM
(pH 7,5) e cloreto de calcio 1 mM.

A partir dos voltamogramas ciclicos foram medidos os valores das amplitudes das
correntes e dos potenciais dos picos para as diferentes velocidades de varrimento. Na Tabela 3.7
apresentam-se os valores de correntes (ip) e potenciais (Ep) dos picos catddicos e anodicos,
assim como a largura de pico a meia altura (3) para a reducdo de PCc de Ma.

hydrocarbonoclasticus a diferentes velocidades de varrimento.

Tabela 3.7 Potenciais (Ep), correntes (ip) e largura de pico a meia altura (8) dos
picos catodico e anoddico dos voltamogramas ciclicos de PCc a diferentes
velocidades de varrimento.

\' Ep° ipc ) Ep? ipa )
(Vs?) (mV) (uA) (mV) (mv) — (uA) (mV)
0,020 - 166 -10,6 111 -44 9,4 113
0,035 -156 -21,0 105 -44 19,7 101
0,050 -156 -20,6 116 -56 17,0 118
0,075 -144 -31,6 114 -82 33,3 100
0,100 -129 -46,5 105 -66 52,7 112
0,150 -129 -68,4 116 -86 76,9 104
0,200 -129 -94,0 107 -86 101,0 106
0,300 -129 -101,0 100 -86 130,0 100
0,400 -129 -153,0 108 -95 155,0 103
Mediana -132 +9 11045 -71+10 10545
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Como se pode verificar na Figura 3.13, as correntes de pico variam linearmente com a

velocidade de varrimento, indicando que o processo de transferéncia electrénica é controlado
por adsorcéo.

A B
120 0
100 -20
80 -40
= 60 | = 60
40 -80
20 4 -100
0 e -120 . . . .
000 005 000 015 020 0 0,05 0.1 0,15 02

v (V/s) v (V/s)

Figura 3.13 Variacdo das correntes do pico (A) anddico e (B) catédico com a velocidade de
varrimento. CondigBes experimentais: tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM.

O comportamento observado foi analisado utilizando a teoria da voltametria de
adsorcao [240- 244]. Os critérios de reversibilidade nestas condigdes sdo:
e Ep é independente da velocidade de varrimento
e E,*-E,° =0 e independente da velocidade de varrimento
e ipa/ipc ~ 1 e independente da velocidade de varrimento
Pela andlise dos dados experimentais, verificou-se que os potenciais anddicos e
catddicos sdo praticamente independentes da velocidade de varrimento (Tabela 3.8). Como se
pode observar na Tabela 3.8, 0s voltamogramas ciclicos para a redugdo da PCc apresentam as
seguintes caracteristicas: razdo unitaria para as correntes do pico anddico e catodico (ip?iy°);
consténcia dos valores de (E,S+Ey?)/2 na gama de velocidades estudadas dentro do erro
experimental. Deste modo é possivel concluir, de acordo com a teoria da voltametria de

adsorcdo, que se estd na presenca de um sistema quase-reversivel [241- 244].

Tabela 3.8 Diferenca entre o potencial anddico e o potencial catddico, AEp, razdo i,%/i,° e a
média dos potenciais, a diferentes velocidades de varrimento dos voltamogramas ciclicos.

V (Vs?) AEp = Ep-Epf(mV) iolid]  (Ep+Epd)/2 (mV)
0,020 122 -0,88 -105
0,035 112 -0,94 -100
0,050 100 -0,83 -106
0,075 61 -1,05 -113
0,100 70 -1,13 -90
0,150 43 1,12 -108
0,200 43 -1,07 -108
0,300 43 -1,29 -108
0,400 34 -1,01 -108

Mediana 71£10 11+01 1075
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O potencial de meia onda, E, cujo valor pode ser determinado por (E,*+Ey%)/2 = Eup,
para um sistema reversivel, permanece constante para todas as velocidades de varrimento,
dentro de erro experimental, pelo que, mesmo tratando-se de um sistema quase-reversivel, o
potencial formal de reducéo pode ser estimado como sendo E>=-107 + 5 mV.

O valor da largura de pico a meia onda, 6 (mV) (& = 91/n (25° C) sendo n o nimero de
electrdes), indica 0 nimero de electrBes trocados durante a reducdo [242- 244], sendo nestas
condicdes transferido um electrdo (Tabela 3.8).

Era espectavel que, tal como na potenciometria, partindo-se da PCc oxidada esta ao ser
reduzida ficasse em valéncia mista (0 hemo E seria reduzido), surgindo um pico a uma
potencial positivo, e com a continuacdo da redugdo surgisse outro pico a um potencial negativo
correspondente & redugdo do hemo P. Tal ndo se verificou a pH 7,5, verificando-se o
aparecimento de Unico pico de potencial no sentido da reducdo e da oxidacao.

Efectuou-se um estudo idéntico ao que foi descrito para pH 7,5, para outros valores de
pH, numa gama entre 5,5e 7,5.

A andlise dos voltamogramas ciclicos obtidos para valores de pH entre 5,5 e 7,5 (dados
ndo apresentados) revelou um comportamento semelhante ao verificado para pH 7,5,
observando-se 0 mesmo tipo de variacdo das correntes e dos potenciais com a velocidade de
varrimento e 0 mesmo comportamento quase-reversivel. Nos varios estudos realizados ndo se
detectaram outros sinais numa gama de potenciais entre +450 mV e -450 mV

A variacdo do potencial formal da PCc oxidada com o pH é apresentada na Figura 3.14.
Esta dependéncia pode ser traduzida pela equacdo de Nernst (equagdo 3.1), quando se
atinge uma situacdo de equilibrio quimico, em que h& transferéncia de um protdo durante a
reducdo [227]

E =E% +RT pH (Eq. 3.1)
nF

onde RT/F a 25 °C tem o valor de 59 mV e n é o nUmero de electrdes .

88



Capitulo 3| Caracterizacéo Bioquimica da Peroxidase do Citocromo c de

Marinobacter hydrocarbonoclasticus

0,00 -

-0,04

-0,08 +

EY (V)

-0,12 1

0,16 -

-0,20
5 6 7 8
pH

Figura 3.14 Variagdo do potencial formal, E, da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus com o pH,
determinada por voltametria ciclica usando um EGPF (E® =266 -54 pH (mV), r=0,99).

Os resultados obtidos para a dependéncia do potencial formal, E”, sugerem que ocorre
a transferéncia de um protéo por cada electrdo durante a reducdo da PCc oxidada, uma vez que o
declive da recta é proximo de 59 mV por unidade de pH.

O potencial formal apresenta uma dependéncia linear do pH da solugdo (efeito redox-
Bohr) indicando que a transferéncia de electrdes esta associada a transferéncia de protdes, o que
reflecte interaccgOes electrostaticas entre grupos protonaveis proximos do ferro hémico, como os
propionatos e o proprio dtomo de ferro [227- 229]. O potencial formal dos grupos redox
depende do pH, do mesmo modo que os valores do pK, dos grupos protonaveis sdo
influenciados pelo potencial redox. Verifica-se que a valores de pH baixos, 0s grupos
protonaveis tém maior probabilidade de estarem ocupados, aumentando a carga positiva da
molécula e facilitando a captura electrdnica, que ocorre a potenciais mais elevados [223- 226].
A captura concertada de protGes e electrdes ocorre em todas as proteinas redox a alguns valores

de pH, tornando-se relevante quando ocorre a pH fisiolégico.

3.6.2 Voltametria de impulso diferencial

O comportamento electroquimico da PCc oxidada também foi estudado usando
eléctrodos de grafite pirolitica com filme de proteina (EGPF) por voltametria de impulso
diferencial a pH 7,5, em presenca de cloreto de calcio. Nestes voltamogramas observaram-se
inicialmente dois sinais a potencial, E,= -67 mV (Ei1) e a E, = -232 mV (Ez). O sinal mais
catddico (E,) desapareceu ao longo do tempo, mas o sinal mais anodico (E:) permaneceu
sempre visivel.

Nos estudos realizados ndo se detectaram outros sinais na gama de potenciais entre
+400 mV e -600 mV.
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Para identificar a origem destes dois sinais, fizeram-se outros estudos com EGPF a pH
7,5. Para comparar com os resultados do estudo da activacdo por espectroscopia de visivel, o
comportamento da enzima foi analisado em condi¢des semelhantes, usando voltametria de
impulso diferencial:

(i) ndo se adicionou ido calcio em excesso ao electrdlito suporte (dados ndo
apresentados);

(ii) efectuou-se a pré-reducdo da enzima com ascorbato em presenca de DAD, na

presenca (Figura 3.15) e na auséncia de calcio (dados ndo apresentados).

0,35 0,15 0,05 0,25 0,45
E (V)

Figura 3.15 Voltamogramas de impulso diferencial de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, (100 puM),
obtidos com um EGPF em presenca de Ascorbasto de sédio (1mM), DAD (2 uM). (—) Primeiro, (---)
segundo e (....) terceiro voltamogramas consecutivos. () Voltamograma de impulso diferencial obtido
com um eléctrodo de grafite pirolitica onde secou, durante 30 minutos, uma solu¢do com ascorbato de
sodio (1mM), DAD (2 uM) e célcio 1 mM. Electrélito HEPES 10 mM (pH 7,5) em presenga de cloreto de
calcio 1 mM.

A auséncia de excesso de calcio na solugcdo ndo provocou qualquer alteracdo nos
voltamogramas da PCc. Isto é, surgiram dois picos desaparecendo o sinal mais catddico
rapidamente enquanto o outro, a potenciais mais altos permanece. Com base nos resultados de
espectroscopia do visivel a pH 7,5, e nestes dados é possivel concluir que, se 0 processo
redutivo que ocorre junto do eléctrodo é indiferente a presenca ou auséncia de iGes célcio em
solucéo, ndo esté relacionado com a activagéo da enzima.

Apos a pré-reducdo com ascorbato de sédio em presenca de DAD foi apenas detectado
0 pico Ea, Figura 3.15. Em nenhuma das situages surgiu qualquer outro sinal. Considerando
que o0 hemo E se reduz com o ascorbato, o sinal encontrado devera provir da redu¢do do hemo
P, ou do hemo E de uma forma nédo nativa da PCc. Para além desta conclusdo é possivel inferir
que o sinal que permanece sempre visivel em voltametria de impulso diferencial, E;, devera
corresponder ao anteriormente observado em voltametria ciclica, uma vez que ocorre a um

potencial semelhante.
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O sinal E; foi atribuido a reducdo do hemo P hexacoordenado onde o ido ferro esta na
forma férrica, passando este a forma ferrosa. Este Gltimo sinal com o decorrer do tempo
desaparece. A sua reducdo € irreversivel, o que origina o decaimento do sinal ao longo do
tempo.

Para verificar se a reducdo da PCc junto do eléctrodo é o processo de activagdo,
estudou-se utilizando voltametria de impulso diferencial o comportamento da PCc a diferentes

valores de pH ao longo do tempo, Figura 3.16.

pH 5,5 pH 7,0

$ S0nA

-0,35 -0,25 -0,15 -0,05 0,05 0,15 -0,35 -0.25 -0.15 -0.05 0,05 0.15
E (V) EWV)

pH 6,0

$:’~(I nA

-0,35 -0.25 -0,15 -0,05 0,05 0,15 -0,35 -0,25 -0.15 -0,05 0,05 0,15

o E(V)

Figura 3.16 Voltamogramas de impulso diferencial consecutivos de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus,
(100 uM), obtidos com um EGPF, a diferentes valores de pH. Primeiro (—), segundo (---) e terceiro
(....) voltamograma consecutivos. Condi¢Bes experimentais: tampdo MES 10 mM (pH 5,5 e pH 6,0),
tampao bis-tris-propano 10 mM (pH 6,5), tampdo HEPES 10 mM (pH 7,0 e pH 7,5) em presenca de
cloreto de célcio 1 mM.

Foram escolhidos para este estudo os pH onde, por espectroscopia do visivel, se tinha
verificado a activagdo da PCc apds reducdo da mesma com ascorbato de sodio.
Durante a redugdo da PCc sdo observados inicialmente dois sinais na zona catodica,

com potenciais E; e E, que variam com o pH (Tabela 3.9).
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Tabela 3.9 Potencial dos dois sinais observados nos voltamogramas de impulso
diferencial de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus em EGPF (primeiro varrimento).

pH Ei1(mV) E2(mV)
55 -18 -135
6,0 -36 -160
7,0 -50 -202
7,5 -67 -232

O sinal E, desaparece nos primeiros varrimentos de potencial, no entanto o sinal E;
permanece bem definido. Este comportamento electroquimico verifica-se em todos os pH
estudados. Como 0s processos que ocorrem sdo semelhantes, ndo se distinguindo o processo a
pH 7,5 dos outros, como aconteceu nos estudos espectroscopicos de UV-visivel, esse facto
sugere gque ndo estamos perante o processo de activacao.

O pico E; (-67 mV a pH 7,5) ndo pode ser atribuido a forma pentacoordenada do hemo
P, uma vez que a sua intensidade ndo aumenta com o tempo, isto é, ndo aumenta com o
desaparecimento do sinal Ez 0 que indica que sdo independentes. Este sinal podera ter origem no
outro hemo da PCc, o hemo E. Mas como se explica o potencial a que ocorre?

Para o entendimento destes resultados, dois dados revelam-se importantes:

(i) a independéncia da presenca de excesso de ides calcio deste processo.

(ii) o sinal E; permaneceu apds a reducdo com ascorbato de sédio,

A activacdo da PCc nativa requer obrigatoriamente a presenca de excesso de ides calcio
para que ocorra a pH 7,5, tal como se verificou por espectroscopia do visivel e EPR. O facto dos
resultados electroquimicos serem independentes da presenca de excesso de ides calcio indiciam
que houve alteracdes estruturais na PCc que interage com a superficie do eléctrodo, uma vez
que as solucdes de trabalho sdo semelhantes nas varias técnicas utilizadas. Estas alteragdes tem
como resultado a enzima ficar insensivel” a presenga de excesso de i6es calcio. Por outro lado,
0 hemo E na forma nativa da PCc esta coordenado axialmente a uma metionina e a uma
histidina. O atomo de enxofre da metionina é um bom aceitador de electrdes o que tem como
resultado este hemo apresentar um potencial redox positivo, sendo facilmente reduzido por
ascorbato de sodio. No hemo E, a ligacéo entre o ferro hémico e a metionina é fraca, podendo
ser quebrada e o ferro ficar pentacoordenado. Com uma coordenacdo axial a uma histidina, o
seu potencial de oxidacdo- reducdo podera ser alterado ocorrendo a sua reducdo a potenciais
mais baixos [231]. Esta hipotese foi confirmada por outros resultados electroquimicos uma vez
que apos adicao de ascorbato de sddio e DAD, o sinal E1 se mantém, o que mostra que 0 hemo
E nestas condi¢cbes ndo é reduzido pelo ascorbato, ocorrendo a sua reducdo a potenciais
inferiores aos detectados nos ensaios potenciométricos. Assim sendo, propde-se que o sinal E;
seja atribuido a reducdo do hemo E, o que desencadeia a alteracdo de conformacéo da enzima e

a libertagdo da metionina do hemo, passando este de hexacoordendo para pentacoordenado. Esta
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forma alterada do hemo E apresenta um potencial redox mais baixo que o estado nativo
(aproximadamente 290 mV), tal como foi reportado para a PCc de Pa. pantotrophus [245].
Hilbrandt e colaboradores tém-se debrucado sobre os efeitos de campo eléctrico,
gerados nas proximidades da superficie de eléctrodos, na estrutura de proteinas hémicas
[246- 252]. Nestes trabalhos verificaram que citocromos de tipo ¢ sofrem distorgdes estruturais
gue levam na maior parte das vezes a perda do ligando distal metionina, quando sujeitos a
campos eléctricos moderados. O campo eléctrico interfere nos mecanismos de transferéncia
electronica, condicionando a orientacdo das proteinas, bem como a sua aproximacdo e

interaccdo com a superficie do eléctrodo [246- 252].

3.6.3 Catalise directa

i) Voltametria de impulso diferencial

O comportamento electroquimico da PCc na presenga de perdxido de hidrogénio foi
analisado por voltametria de impulso diferencial com eléctrodos EGPF. Verificou-se que a
adicdo de peroxido de hidrogénio ao electrélito de suporte promove o aumento do sinal E;
(Figura 3.17).

, — ————
N 0,35 -0.25 -0,15 0,05 0,05 0,15
1 E (V)
-0,35 -0,25 -0,15 -0,05 0,05 0,15
E (V)

Figura 3.17 Voltamogramas de impulso diferencial de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus 100 uM na
auséncia de peroxido (primeiro (—), segundo (----), terceiro (———), quarto (------) € 0 que antecedeu a
adicdo de peroxido de hidrogénio(------)) e (- - -) 0s quatro primeiros voltamogramas consecutivos (1, 2, 3
e 4) apés a adicdo de peroxido de hidrogénio 750 uM, obtidos usando um EGPF. Inser¢do: ampliacéo
dos primeiros quatro voltamogramas consecutivos (primeiro (—), segundo (---), terceiro (———), quarto
(ereenee ) na auséncia de peroxido de hidrogénio e do que antecedeu a adicdo de peroxido de
hidrogénio (------). Condi¢Bes experimentais: electrolito de referéncia bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5)
com CaCl; 1 mM.
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Pela observacdo dos voltamogramas da Figura 3.17, constata-se que a catélise ocorre
num potencial proximo do sinal E; confirmando que este sinal deverd corresponder ao hemo E
alterado.

Em estudos electroquimicos da reducéo de PCc de Pa. pantotrophus [245] e de PCc Ps.
stutzeri [253] foram obtidos resultados semelhantes: a observagédo inicial de dois sinais
catddicos a potenciais negativos, o desaparecimento do sinal mais negativo e a permanéncia do
sinal mais positivo [245, 253]. Estas caracteristicas foram atribuidas a modificacdes da forma
nativa destas enzimas provocadas pela interaccdo com o campo eléctrico gerado nas
proximidades do eléctrodo de grafite pirolitica, que teriam como consequéncia a alteracdo da
estrutura da proteina, deixando esta de estar na forma nativa. Foi proposto que uma forma
alterada das proteinas pode estar em equilibrio com a forma nativa, coexistindo as duas.
Verificou-se em estudos com PCc de Pa. pantotrophus [245] e de PCc Ps. stutzeri [253] que a
forma alterada destas enzimas apresenta actividade catalitica ndo fisiolégica a um potencial
préoximo do potencial do hemo P da forma fisioldgica. Sinais electroquimicos anémalos (sinais
mais negativos) de citocromos de tipo ¢ com coordenacdo metionina-histidina foram
encontrados por outros autores, apresentando estes citocromos actividade catalitica na presenca
de peroxido de hidrogénio [247, 252]. Este facto foi atribuido a ruptura da ligacdo entre a
metionina e o ferro, o que origina um hemo pentacoordenado que podera, assim, catalisar o
peroxido de hidrogénio [157, 158].

ii) Voltametria ciclica
O comportamento electroquimico da PCc na presenca de perdxido de hidrogénio foi
também analisado por voltametria ciclica em eléctrodos EGPF, a diferentes valores de pH. Na

Figura 3.18 apresenta-se os voltamogramas ciclicos na presenga e na auséncia de peréxido de

hidrogénio a pH 7,5.

94



Capitulo 3| Caracterizacéo Bioquimica da Peroxidase do Citocromo c de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

T
e ————c=
Pris o4
" ,
. ,
L /
I,’ i"
4 ! apA
’
; '
’ h
4 ’
! ’
! ’
! ’
! I
! '
! v
! ’
! [
4 [
! ’
! '
] ’
[ '
] ’
i K
o
.""-_4’
r T T T T "
-0,5 -0,3 -0,1 0.1 0,3 0,5
EV)

Figura 3.18 Voltamogramas ciclicos (Ei= +0,400 V, E in= -0,450 V, Ef = +0,400 V) a v= 20 mVs™ de
Ma. hydrocarbonoclasticus 100 uM na (—) auséncia e (---) na presenca de peroxido de hidrogénio
750 pM, obtidos usando um EGPF. Condicdes experimentais: electrolito de referéncia bis-tris-propano

10 mM (pH 7,5) com CaCl; 1 mM.
Verifica-se que a PCc apresenta comportamento catalitico na presenga de perdxido de

hidrogénio em todos os valores de pH (dados néo apresentados).

Da analise do voltamograma catalitico apresentado na Figura 3.18 é possivel constatar
gue a resposta catalitica ao perdxido de hidrogénio é ndo fisioldgica, uma vez gque o potencial
catalitico (Ecat = -97 mV), é semelhante ao potencial formal da PCc (E0’=-107 £ 5 mV) o que
indica que é este hemo que est4 a catalisar a reducéo do perdxido de hidrogénio.

Estudou-se a dependéncia do potencial catalitico com o pH (Figura 3.19).

0,00 -
0,04 -

=

= (o]

= -0,08 -
-0,12 T T 1

5 6 7 8
pH

Figura. 3.19 Variagdo do potencial catalitico da catalise da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus com o pH,
determinada por voltametria ciclica usando EGPF (Eca = + 0,152 -0,033 pH, r = 0,99).

A andlise da variacdo do potencial catalitico com o pH revelou que o processo de
reducdo da PCc, nestas condi¢Oes envolve a transferéncia de dois electrbes por cada protéo
(Ecat = +152- 33pH, r=0,99). Como a dependéncia do potencial catalitico com o pH é menor do

que a associada a um processo le:1p (59 mV/pH), isto sugere que estamos em presenca de
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acontecimentos adicionais associados a protonacdo, sendo propostos que, associado a
transferéncia de um electrdo ocorra o acoplamento de outro processo de protonacdo, tal como
foi reportado para a PCc de Ps. aeruginosa [130]. Este resultado sugere que estamos em
presenca de PCc alterada.

Ocorrendo o processo de transferéncia electronica por adsorcao, utilizou-se a expressao
imax = NFAT Kcar, para determinar a constante catalitica (kca) nestas condigdes [241, 254]. Nesta
expressdao nFAI ¢ a carga Q, que se determina pela area do pico do voltamograma a v=20 ms*

sem H.0-, e 0s restantes termos tém o significado usual.

Tabela 3.10 Variacao da Constante catalitica com o pH

pH Kcat (uS’l)
55 4,3
55 9,9
6,0 200,0
6,5 186,0
7,0 89,4
7,0 119,0
7,5 70,9
7,5 52,9

Verifica-se que nestas condigdes a corrente catalitica tal como a constante catalitica
apresenta valor maximo para pH=6,0. Este resultado reforca a hipétese de se estar em presenca

de uma forma ndo nativa da enzima.

3.7 Estudos por voltametria de impulso diferencial utilizando eléctrodos de membrana de

grafite pirolitica

Uma estratégia que se tem mostrado eficaz no estudo electroquimico de metaloproteinas
é a utilizacdo de eléctrodos de membrana, em que uma pequena quantidade (alguns microlitros)
de solugdo de trabalho (solucdo contendo a proteina ou as proteinas em estudo) fica retida
entre a superficie do eléctrodo e uma membrana de didlise [164, 171 e 211]. Em estudos
electroquimicos de citocromos ¢, usando membranas carregadas negativamente foram
examinados diferentes factores como o pré-tratamento da membrana [171], a carga da
membrana, [171] os efeitos de espécies carregadas positivamente como a L-poli-lisina [171], a
forga ionica [171], o pH [171] e a espessura da camada de proteina junto a superficie do
eléctrodo [171], tendo-se verificado que a resposta electroquimica nos eléctrodos de membrana
é governada por interaccdes electrostaticas e que factores como a adsorcdo e a presenca de
formas desnaturadas nao interferem com o sinal electroquimico [164, 171 e 211]. Eléctrodos de

membrana foram ja utilizados para o estudo electroguimico de alguns citocromos c,
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nomeadamente do citocromo ¢ de cavalo e do citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus
[164, 171].

Com o objectivo de mitigar o efeito do campo eléctrico, e dado que factores como a
adsorcdo e a presenca de formas desnaturadas mostraram ndo interferir com o sinal
electroquimico das espécies em estudo [171 e 255], efectuaram-se também estudos
electroquimicos em eléctrodos de membrana (EMGP), com voltametria de impulso diferencial.
Nestes ensaios foram igualmente observados apenas dois sinais (E: e E2), a potenciais negativos
idénticos aos obtidos em EGPF (Figura 3.20).

035 025 015 005 0,05 015
E(V)

Figura 3.20 Voltamogramas de impulso diferencial consecutivos de PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus
(100 puM), obtidos com um EMGP em HEPES 10 mM (pH 7,5). Primeiro (-), segundo (--) e terceiro ()
Condices experimentais: HEPES 10 mM (pH 7,5) em presenca de CaCl, 1 mM.

Observando os voltamogramas da Figura 3.20 é possivel verificar que, neste caso o0
sinal E; é superior o E1, embora ocorra diminuic¢éo simultanea dos dois picos com o tempo. Este
facto sugere que ambos os hemos (0 hemo P hexacoordenado e o hemo E alterado) foram
reduzidos, ficando a PCc numa forma reduzida e inactiva. O desaparecimento do sinal E; é mais
lento do que quando se utiliza EGPF, ocorrendo simultaneamente com a diminuigao do sinal E;.
Ao fim de algum tempo os sinais electroquimicos sdo muito reduzidos. Este resultado pode ser
explicado pelo facto de se utilizar um eléctrodo de membrana, cuja estrutura permite que apds
reducdo PCc esta migre para a solugdo diminuindo por isso ambos 0s sinais.

A utilizacdo de eléctrodos de membrana também ndo permitiu o estudo da catélise
directa, uma vez que os sinais encontrados sdo muito semelhantes aos anteriormente reportados

e atribuidos a uma estrutura de PCc alterada.

3.8 Conclusao

Na presente investigacdo, a peroxidase do citocromo c foi isolada da bactéria Ma.
hydrocarbonoclasticus que foi cultivada em condices de microaerofilia na presenca de nitrato

de sédio com o aceitador de electrdes alternativo ao oxigénio. A exposi¢cdo desta bactéria a
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oxigénio diminui significativamente a quantidade de PCc, que € sobreexpressa
preferencialmente em condi¢BGes de baixa tensdo de oxigénio (condigdes de microaerofilia).
Verificou-se nessas condicdes que o gene ccp poderd ser activado pelo regulador FNR
envolvido na desnitrificacdo. Trabalhos de investigacdo desenvolvidos nos Gltimos anos com as
bactérias Sh. oneidensis [79] e Ge. sulfurreducens [236] tem-se debrugado sobre este paradoxo
confirmando que também essas PCc sdo sobreexpressas em condi¢des de microaerofilia tal
como a PCc de Pa. pantotrophus [97]. A oxidase terminal (quinol oxidase) de Ma.
hydrocarbonoclasticus, que reduz o oxigénio a peroxido de hidrogénio, podera explicar a
necessidade de condi¢Ges de microaerofilia para a sobreexpressdao de PCc, uma vez que ela
reduz o dioxigénio a peroxido de hidrogénio [65, 200- 202], tal como acontece em Pa.
pantotrophus [31]. A presenga de peroxido de hidrogénio serd sentida pelo regulador
transcripcional FNR, que controla a expressdo de varios genes, nomeadamente dos gque
codificam para proteinas envolvidas na via de desnitrificacdo como a reductase do nitrito, cdi, e
também do gene ccp.

O rendimento da purificacdo de peroxidase do citocromo c foi de 19%. A fraccao pura
de PCc apresentou uma razdo de pureza de 4,6. A maior quantidade desta proteina no
periplasma permitiu purifica-la com uma boa razéo de pureza.

Neste trabalho verificou-se que em termos estruturais a PCc nativa é um dimero estavel
mesmo a elevada forca ionica, pelo que deverd ser governada por forcas hidrofobicas, ndo
dependendo a sua estrutura quaternaria da presenca de excesso de ides calcio. De facto, pela
analise de cristais da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, Dias e colaboradores propuseram que
o dimero da PCc fosse estabilizado por interacgdes hidrofdbicas entre os dominio C-terminais
dos dois monémeros e que a presenga de ido calcio na estrutura desencadeasse alteracdes
conformacionais que contribuissem para uma forte interac¢do entre os mondmeros de PCc,

sendo a area de superficie entre estes, maior na forma activa (3031 A) (em que o i4o célcio esta

incorporado, pH 5,3) que na forma inactiva (2112 A) (em que o calcio ndo esta incorporado na
estrutura, pH 4,0) [71 e 97]. Nos estudos cristalograficos da PCc de Pa. pantotrophus também
se obtiveram diferentes areas de contacto entre as superficies dos mondémeros de PCc, sendo a
area de superficie de contacto na forma oxidada ligeiramente inferior a area de superficie de
contacto entre 0s mondmeros de PCc na forma de valéncia mista [53].

O estudo da activacdo a pH 4,5 revelou que o0 hemo P se encontra em spin-baixo apés a
reducdo do hemo E, estando hexacoordenado; a adicdo de ido calcio ndo altera o espectro do
visivel, ndo havendo activacéo a este valor de pH. Este facto reforga os resultados obtidos por
cristalografia de Raios- X a pH 4,0, onde se verificou que ambos os hemos estdo

hexacoordenados e a estrutura ndo apresenta ido calcio [71]. Verificou-se que as caracteristicas
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da banda de spin-alto (630 nm) a pH 4,5 sdo diferentes das encontradas para os restantes valores
de pH estudados, o que reforca a hipdtese de que a este valor de pH a estrutura ndo € a
fisiologica. A pH entre 5,5 e 7,0 0 processo de activacdo ndo depende da presenca de excesso de
ibes calcio, mas a sua presenca acelera as alteracdes conformacionais, que deverdo ser
semelhantes as que ocorrem a pH 7,5. A necessidade de excesso de ides calcio na activacao da
PCc a pH 7,5 foi comprovada, tal como tinha sido reportada anteriormente [71]. Estes dados sdo
consistentes com o facto da estrutura da PCc obtida a pH 5,3, conter o ido célcio e 0 hemo P se
encontrar pentacoordenado [71, 97].

O mecanismo de activacao tem caracteristicas de um processo redox- Bohr, que consiste
na dependéncia entre a reducdo do hemo E da PCc e a protonagdo de residuos ionizaveis nos
mesmos (grupos propionatos). Tendo em conta os resultados obtidos é possivel inferir que a
labilidade da ligacdo da metionina ao ferro do hemo E promoverd a redugdo do mesmo,
desencadeando alterages conformacionais por protonacdo de um grupo proximo desse hemo
(um dos grupos propionatos) e movimento das cadeias proteicas nas suas proximidades o que
permitird novas ligacdes, levando o hemo P a perder o ligando histidina distal (His 71) e a ficar
penta-coordenado, dependendo este processo do pH [53, 97]. Verifica-se que a PCc, a pH 7,5,
pode regular o estado de repouso (estado oxidado) e activo (estado de valéncia mista), podendo
este ser um mecanismo protector caso ndo haja no meio electrfes disponiveis. Assim a enzima
evitaria a formacao de radicais quando ndo interage com os parceiros fisiolégicos.

A adicdo de célcio a forma de valéncia mista da PCc promove alteracdes estruturais
detectaveis no espectro de RPE: a PCc reduzida em presenca de iGes calcio tem um espectro
onde se constata que 0 hemo P se encontra em spin-baixo. Este facto podera estar relacionado
com a temperatura a que se adquiriu o espectro (8 K), a qual podera ter facilitado a coordenagéo
da molécula de &gua, permanecendo o hemo P em spin-baixo pentacoordenado. A agua apesar
de ser um ligando fraco, & baixa temperatura de aquisi¢do (8K), promovera uma ligacéo forte.

Em H-RMN a adicdo de ido calcio a PCc oxidada ndo originou grandes alteracdes no
espectro, o que confirmou que a PCc purificada se apresentava dimérica e com algum célcio
incorporado. O espectro de valéncia mista foi semelhante aos de outras PCc nas mesmas
condigdes.

O facto do dimero ser estdvel a pH 7,5 permitiu a determinagdo dos potenciais de
oxidacdo e redugcdo do hemo E e do hemo P em presenca e na auséncia de excesso de ides
calcio. Os potenciais formais determinados para 0os hemos E e P na auséncia de excesso de
i0es calcio foram +120 mV/+140 mV e -110 mV/-113 mV respectivamente. Na presenca
daquele ido os potenciais formais determinados para o hemo E e P formam +230 mV/+190
mV e -108 mV/-140 mV, respectivamente. A presenca de ides calcio estabiliza a estrutura da

PCc, tal como foi anteriormente referido, facilitando a reducdo dos hemos e a alteragdo de
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spin, ou seja a activagédo da enzima. O potencial do hemo E determinado com excesso de ido
calcio é proximo do potencial formal do citocromo css; (E0’ = 243 + 1 mV), seu parceiro
fisioldgico, o que devera facilitar a transferéncia de electres entre ambos. Esta semelhanca de
potenciais ocorre entre outras PCc bacterianas e os parceiros fisiologicos [97]. O potencial
redox do hemo E ¢é ligeiramente mais elevado em presenca de excesso de ies calcio que na
sua auséncia, 0 que podera estar relacionado com o processo de activacdo ocorrer quando
estamos em presenca de excesso de iBes calcio e ndo na sua auséncia. Este resultado podera
significar que a estrutura cristalina conhecida a pH 5,3 podera ndo ser a fisiol6gica activa, ja
gue a alteracdo de potencial implica alteracdo ligeira do ambiente na vizinhanca do hemo E, o
que ndo se verificou neste cristal em comparagdo com o cristal obtido a 4,0 [71]. Uma
alteracdo conformacional nas vizinhangas do hemo E, apds este ser reduzido, foi reportada
para PCc de Pa. pantotrophus [53], devendo também ocorrer nesta PCc. O hemo P mostrou ter
um potencial redox pouco dependente da presenca de ido calcio indicando que a alteracéo de
coordenacédo de hexa para penta podera ndo influenciar muito ambiente em torno deste hemo.
De referir ainda que embora a pH 7,5 seja necessario a redugdo do hemo E para a PCc activar,
a reducdo do hemo E na auséncia de excesso de ides calcio ndo implica a activacdo da enzima.
Os resultados obtidos corroboram o0 mecanismo de activacdo apresentado no
Capitulo 1] 1.2.10. Apresenta-se seguidamente o modelo de reducdo/oxidacdo proposto para a
PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus baseado nos resultados obtidos durante a titulacdo

potenciométrica e nos estudos de espectroscopia do visivel (Figura 3.21).
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Figura 3.21 Modelo do mecanismo de reducéo/oxidacdo da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, pH 7,5.

Nos estudos electroquimicos, verificou-se que a interaccdo da PCc de Ma.

hydrocarbonoclasticus com a superficie do eléctrodo de GP desencadeia alteracdes estruturais

na enzima tal como esta reportado para outras PCc, ficando a enzima numa forma néo nativa,

onde o hemo E alterado (pentacoordenado) catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio. Em

consequéncia deste facto ndao foi possivel estudar a catalise directa e identificar possiveis

intermediarios usando métodos electroquimicos.
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Capitulo 4| Catélise da Peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo Citocromo css2 de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

A catélise mediada entre a peroxidase do citocromo ¢ e o citocromo Css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus foi estudada em condicBes de estado estacionario seguindo a reducdo do
citocromo Css; através de ensaios electroquimicos e espectrométricos. Pretendeu-se caracterizar

a transferéncia intermolecular e o tipo de interaccGes entre parceiros fisiologicos.

4.1 Caracterizacdo da cinética de transferéncia electronica mediada por electroquimica

Os electrodos de memebrana de grafite pirolitica (EGPM) tem sido utilizados para o
estudo do comportamento electroquimico de citocromos ¢ [164, 171], mas também da catélise
da NiR mediada pelo o citocromo css1 ou mediada pela azurina de Ps. aeruginosa [211], da
catélise da PCc de Pa. pantotrophus mediada pelo o citocromo ¢ de cavalo [255] e da catélise da
PCc mediada pela pseudoazurina de Pa. pantotrophus [159].

A utilizacdo neste trabalho de investigacdo de eléctrodos de membrana de grafite
pirolitica em detrimento de eléctrodos de membrana de ouro, deve-se ao facto da GP apresentar
uma carga superficial negativa a pH superiores a 5,6, ndo sendo necessario modificar a
superficie do eléctrodo para se estudar proteinas com carga positiva, como 0 citocromo Css; de
Ma. hydrocarbonoclasticus (carga global +4 (pH 7,0)) ou o citocromo ¢ de cavalo ((carga
global +9 (pH 7,0)), nem usar promotores como o 4,4’ -ditiodipiridina [159, 169, 255].

A teoria electroquimica que descreve processos de catalise mediada controlados por
difuséo foi aplicada em vérios estudos cinéticos de reacgdes entre mediadores e enzimas [159,
167, 211 e 256]. Na catalise mediada o sinal electroquimico que se detecta é o sinal do
mediador, que neste caso é 0 citocromo Cssz, sendo por isso necessario em primeiro lugar
analisar o seu comportamento electroguimico.

O comportamento electroquimico do citocromo css; foi analisado com um eléctrodo de
grafite pirolitica com membrana (EGPM) por voltametria ciclica, usando uma membrana de
dialise carregada negativamente. O eléctrodo de membrana foi preparado conforme se
descreveu no Capitulo 2| 2.8.3, e seguidamente tragaram-se 0s voltamogramas ciclicos. O
electrdlito suporte continha cloreto de calcio, uma vez que este tera que ser adicionado aquando
do estudo da catdlise mediada, de forma a promover a activacdo da PCc, como foi
visto anteriormente no Capitulo 3| 3.3. Na Figura 4.1 apresentam-se 0s Vvoltamogramas
ciclicos correspondentes a resposta electroquimica do citocromo Ccss; de Ma.

hydrocarbonoclasticus em EMGP.
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Figura. 4.1 (A) Voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de varrimento (10 < v < 200 mVs?) do
citocromo css, de Ma. hydrocarbonoclasticus a 35 pM, num EMGP. (B) Variagdo das correntes catddicas
com a raiz quadrada da velocidade de varrimento. (C) Variagdo das correntes anddicas com a raiz quadrada
da velocidade de varrimento. Electrolito: bis-tris-propano 10 mM (pH 7,6) em presenca de CaCl, 1 mM.
Equagcdes das rectas: ip°= - 1,69 v*2, r = 0,99, i,*= 1,49 v*’?, r = 0,99.

A comunicacdo electroquimica directa entre o citocromo css; (com carga global
positiva) e a superficie do eléctrodo de grafite pirolitica (carregada negativamente) é
influenciada pelo ambiente eléctrico gerado pela membrana carregada negativamente, que ndo
s6 0 mantém proximo da superficie do eléctrodo como também o direcciona de forma a ocorrer

a transferéncia de electrdes entre a superficie e o citocromo.
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Na Tabela 4.1 apresentam-se 0s parametros obtidos da analise dos voltamogramas

ciclicos da Figura 4.1-A.

Tabela 4.1 Correntes catddicas (i,%) e anddicas (iy%), potenciais catddicos (E,°) e anddicos
(Eo®) e razdo entre as correntes catodicas e anddicas (i,%/ip%), dos voltamogramas ciclicos do
citocromo css2 de Ma. hydrocarbonoclasticus, 35 uM, num EMGP.

vmvs) B () i) Ev* (V) 0 (1A) i
10 0,223 -0,17 0,270 0,17 1,04
20 0,215 -0,23 0,274 0,22 1,05
35 0,211 -0,30 0,276 0,27 1,09
50 0,208 -0,38 0,277 0,32 1,18
75 0,205 -0,45 0,278 0,40 1,14
100 0,204 -0,55 0,279 0,46 1,20
150 0,204 -0,66 0,279 0,58 1,14
200 0,204 -0,77 0,279 0,69 1,12

Verificou-se que, apesar de se utilizar um eléctrodo de membrana, o processo de
transferéncia electronica do citocromo css, em EMGP é controlado por difusdo, uma vez que
ip varia linearmente com v*?, Figura 4.1-B e 4.1-C [241 - 243]. De facto os parametros que
permitem determinar a reversibilidade de uma reaccdo de transferéncia electrénica em
voltametria ciclica verificaram-se neste estudo (Tabela 4.1) sendo os seguintes:

e E, ¢ independente da velocidade de varrimento (275 £ 5 mV);

e |ipa/ipc | = 1 para qualquer velocidade de varrimento.

Os potenciais catddicos e anodicos ndo variaram com a velocidade de varrimento entre
35 mVst e 200 mVs? (Tabela 4.1) e a razédo entre as correntes catddicas e anddicas € unitaria

(Tabela 4.2), concluindo-se que a reaccdo de transferéncia de carga é reversivel.

abela 4.2 Razdo entre as correntes catddicas e anddicas (ip%i,?), diferenca de
potenciais entre 0s potenciais catddicos e anddicos (AEp) e média (Ex*+E,?)/2
dos voltamogramas ciclicos do citocromo css, de Ma. hydrocarbonoclasticus,
35 uM, num EMGP para as diferentes velocidades de varrimento.

V (mVs?) AEp V) (Eg*+Ep®)/2 (V)
10 0,047 0,247
20 0,059 0,245
35 0,065 0,244
50 0,069 0,243
75 0,073 0,242
100 0,075 0,242
150 0,075 0,242
200 0,075 0,242
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Para velocidades de varrimento entre 35 mVs* e 200 mVs?, a separagdo entre picos
anodico e catodico (AEp= E,* — Ep° =56/n, em que o n € o numero de electr@es transferidos)
permaneceu aproximadamente constante, AE, = (64 + 7) mV, indicando que ocorre a
transferéncia de um electrdo durante a reducdo do citocromo Css;, Uma vez gque o sistema é
reversivel [242- 244].

O coeficiente de difusdo, D, das espécies electroactivas (espécie reduzida, Dg, e espécie
oxidada Do) pode ser obtido a partir de dados voltamétricos, estando reportado para o citocromo
Css2 de Ma. hydrocarbonoclasticus um coeficiente de difusdo de (1,4 +0,1) x 10° cm?s™! em Bis-
Tris-propano 50 mM (pH 6,3), NaCl 100 mM [167] e de 1,1 x 10° cm?* em tampéo fosfato
10 mM (pH 7,0) com NaNOs 100 mM e em presenca de 4,4’-dipiridil 15 mM [164].

O valor do coeficiente de difusdo do citocromo css; foi obtido experimentalmente a
partir da variacdo da corrente de pico (ip) com a raiz quadrada da velocidade de varrimento
(Figura 4.1-B e C), sendo utilizada a equagdo de Randles-Sevcik (equacdo 2.19). O valor
encontrado no presente trabalho de investigacdo foi de (1,4 + 0,1) x10° cm?? em Bis-Tris-
propano 10 mM (pH 7,6), CaCl, 1ImM.

Sendo os declives das rectas i, em funcdo de v préximos (Figura 4.1-B e C),
considera-se que o coeficiente de difusdo da espécie oxidada é semelhante ao coeficiente de
difusdo da espécie reduzida. Nestas circunstancias, o potencial de meia onda, Ei»= E” + RT/nF
In Dr/Do, obtido através da média Ei, = (Ex° + Ey?) /2, no caso de um sistema reversivel,
corresponde ao potencial formal E®. A constancia da média dos potenciais catédico e anddico,
(Ep*+Ep?)/2 (Tabela 4.2), permitiu determinar o potencial formal de redugdo, E®’, como sendo
(243 + 1) mV. Este valor estd de acordo com o reportado por Correia dos Santos e
colaboradores +244 mV (pH 7,6, 10 mM Tris-HCI) [164].

O potencial redox de um citocromo c resulta de varias contribuicdes como exposic¢do do
ferro hémico ao solvente, 0 ambiente electrostatico, hidrofébico e empacotamento do mesmo,
ligagdes hidrogénio entre 0 hemo e os residuos da cadeia proteica, bem como da geometria dos
ligandos axiais [158, 164, 169 e 170]. No citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus a
coordenacdo hémica Met-Fe-His sera a responsavel pelo potencial (243 + 1) mV a que o hemo é
reduzido, uma vez que a metionina axial € um bom aceitador de electrdes o que facilita a
reducdo do ferro hémico, ocorrendo esta a potenciais altos [227].

Estudou-se o transporte de massa em solu¢fes mais concentradas de citocromo Css;

(71 uM e 141 uM) fazendo variar a velocidade de varrimento (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Voltamogramas ciclicos (v = 20 mVs™) de diferentes concentragGes de citocromo css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus num EMGP. Condi¢des experimentais: bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5) em
presenca de CaCl, 1 mM.

Aumentando a concentragdo de citocromo Css; aumenta a corrente voltamétrica para a
mesma velocidade de varrimento. Pela analise dos resultados obtidos (dados ndo apresentados),
verificou-se que o comportamento electroguimico do citocromo css; ndo varia com a
concentracdo, tendo-se escolhido para o estudo da catalise mediada a concentragdo mais baixa
(35 uM), de modo a minimizar a quantidade de citocromo css. utilizada em cada ensaio.

Estudou-se o comportamento electroquimico do citocromo css; apds a adicdo de
peréxido de hidrogénio (dados nao apresentados), verificando-se que o mesmo nao sofre
qualquer alteracdo. Estes ensaios tiveram como objectivo verificar se o perdxido de hidrogénio
teria interferéncia no sinal do citocromo css2, uma vez que este sera utilizado como mediador no
estudo da catélise mediada da PCc.

O efeito do pH no potencial formal desta metaloproteina foi analisado entre os valores
de pH 4,5 e 11,0. A auséncia de sinal do citocromo css; abaixo de 4,5 e acima de 11,0

estabeleceu estes limites (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Variacdo do potencial formal, E*, do citocromo css2 com o pH, a forca i6nica constante.
Condigles experimentais: determinagdo por voltametria ciclica (20 mVs?) usando um EMGP com
citocromo css; 35 pM. O ajuste efectuou-se utilizando a equacéo 4.2 e um algoritmo do programa Excel
(Solver), obtendo-se um valor de pK, de 10,7 £ 0,1.

A variacdo de pH néo alterou a forma do voltamograma na gama de valores de pH
estudados. A pH inferior a 4,5 ndo se observou resposta; este resultado tinha sido ja reportado
por Lopes e colaboradores, tendo estes atribuido esta auséncia a formacdo de uma forma de
citocromo css; ndo reactiva [167]. A partir de pH 11,0 ndo se observou resposta
electroquimica do citocromo cssp, tal como reportado por Paes de Sousa e colaboradores [164,
167]. A diminuigdo e auséncia de resposta electroquimica a valores de pH 10,0 e superiores a
11,0, respectivamente, foram atribuidas a carga negativa deste citocromo (pl 7) e da superficie
do eléctrodo, de que resulta a repulsdo entre ambos e diminuicdo da sua interaccdo [167, 170] e
a desnaturacdo do citocromo que ocorre a pH > 11,5, observada por espectroscopia de *H-RMN
[164, 165, 167].

O citocromo css; apresenta uma dependéncia de pH do potencial formal, definida por

um valor de pKa de 10,7 £ 0,1 (Figura 4.3, equagéo 4.2).

Em=E" — 0,059 log [H*]+ Ka (Eq. 4.2)
[H]

O valor de pK, referido na literatura para este citocromo, também determinado por
técnicas electroquimicas, é 10,6 [164, 165 e169], o qual é semelhante ao valor obtido neste
estudo. Este pK, alcalino estd de acordo com resultados reportados para citocromos c
semelhantes a este, sendo atribuido a saida da metionina ligada ao hemo e que apresenta um pKa
de 10,9 (o pKada metionina é 9,3) [164- 167 e 169]. A passagem para um meio alcalino provoca
a desprotonacgdo da histidina e o enfraquecimento da ligacdo metionina-ferro, 0 que origina a

saida deste aminoéacido [169].
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Em seguida estudou-se a influéncia da variacdo da forca idnica do electrélito, na

reducdo do citocromo css; (Figura 4.4).
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Figura 4.4 (A) Variagdo do potencial formal e (B) das correntes do pico anddico e catédico com a forca
ionica, dos voltamogramas ciclicos do citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus 35 pM, num EMGP.
Electrolito: bis-tris-propano 10 mM a pH 6,5 ((1) e a pH 7,5 (@) na presenca de CaCl, 1 mM.

A anélise da Figura 4.4 mostra que o potencial formal ndo varia, dentro do erro do

método (= 10 mV), com a forca iénica, a pH 6,5 e a pH 7,5. As correntes catddicas e anddicas

diminuiram com o aumento da forc¢a idnica a pH 6,5 (decréscimo de 35 nA) (Figura 4.4-B), mas

mantiveram-se praticamente constantes a pH 7,5 (Figura 4.4- B).

A diminuicdo da intensidade das correntes a pH 6,5 pode ser atribuida a diminuicdo da

interaccdo entre o citocromo css; e a superficie do eléctrodo. A grafite pirolitica (GP) (pH 6,5)

tal como a membrana encontra-se carregada negativamente, ja o citocromo Csz2 tem uma carga

global positiva, pelo que a interaccdo entre ambos sera de caracter electrostatico. Assim sendo,

0 aumento da forca i6nica provoca uma diminuicdo desta interaccdo, pelo que se observa a

diminuicdo da intensidade da corrente dos voltamogramas.
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A pH 7,5 o citocromo css, (ponto isoléctrico de 7,0) apresenta-se, tal como a membrana
e a GP, carregado negativamente, pelo que se espera que a interac¢do seja menor. De facto,
verifica-se que as correntes dos sinais catddicos e anddicos a pH 7,5 sdo inferiores as medidas a
pH 6,5. No entanto, e visto que as correntes de pico se mantém, pode-se concluir que embora a
interaccdo seja menos favoravel (as correntes catodicas e anddicas sdo de facto menores) o
aumento da forca ionica tem um efeito menos prenunciado. Foi proposto por Correia dos Santos
e colaboradores que, num eléctrodo de membrana de grafite o factor mais importante para o
processo de transferéncia de electrdes entre o citocromo css; € a superficie do eléctrodo a pH
7,6, ndo fosse as interacgdes electrostaticas, mas as ligacGes por pontes de hidrogénio entre 0s
grupos C-O da superficie do eléctrodo de grafite e provavelmente os residuos lisina do
citocromo Css, [169]. De facto, a lisina apresenta uma cadeia lateral polar, tendo esta um grupo
guanidino fortemente basico que poderé interagir com os grupos CO da superficie da grafite.

4.2 Caracterizagdo da interaccéo entre a peroxidase do citocromo ¢ e 0 citocromo Css; de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

As transferéncias electrénicas entre parceiros fisioldgicos podem ser influenciadas por
varios factores, como a diferenca de potencial de reducdo [257], as propriedades electrostaticas
das proteinas [185, 194], a distancia entre centros redox [182, 258], a orientacdo e a dinamica
molecular [182, 191, 258], os quais contribuem para o controlo da velocidade de transferéncia
de electrdes entre parceiros [178, 180, 197, 205, 235].

Seguidamente apresenta-se o estudo da transferéncia intermolecular de electrdes durante
a catalise da PCc mediada pelo citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus, onde serdo

analisados alguns destes factores.

4.2.1 Efeito da presenca de peroxidase do citocromo ¢ no sinal do citocromo Cssz

A funcéo do citocromo cs2> como doador de electrdes da PCc foi estudada usando um
EMGP.

Com o objectivo de determinar se a presenca da PCc altera a resposta electroquimica do
citocromo css; @ pH 7,5, tracaram-se voltamogramas a diferentes velocidades de varrimento,
para uma solucdo de trabalho em que a proporc¢do entre o citocromo Css; e @ PCc era 7:1 e
analisou-se o comportamento do citocromo Css;.

Verificou-se que o comportamento electroquimico do citocromo css, ndo é afectado pela
presenca de PCc, sendo o processo de transferéncia electronica controlado por difusdo

(ip varia linearmente com v¥?) [244], sem que surjam outros fendmenos como a adsorcdo
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(declive da recta log i, versus log v aproximadamente 0,5 entre 10 mV e 200 mV) (dados ndo
apresentados) [240, 241]. Para velocidades de varrimento entre 10 mVs! e 100 mVs?, a
separacdo entre picos, Epa-Epe, permaneceu aproximadamente constante AE, = (60 + 5) mV,
indicando que ocorre a transferéncia de um electrdo (n=1) durante a reducéo do citocromo Cssz,
jaque AEp= Ey* — Ep° =56/n, sendo n 0 nimero de electrdes transferido [242 - 244]. O potencial
formal, E®’, determinado nestas condicdes foi de (243 + 1) mV, sendo este valor igual ao obtido
na auséncia de PCc.

Analisou-se o efeito do pH entre 4,5 e 11,0 (Figura 4.5-A), tendo-se observado um
perfil de potencial formal em tudo idéntico ao obtido para o citocromo Css; So0zinho
(pKa = (10,7 £ 0,1)) (Figura 4.4-A), tendo-se estimado um pK, idéntico ao anteriormente obtido
(10,8 £0,1).

Estudou-se também o comportamento electroquimico do citocromo css, na presenca de
PCc variando a forca ionica do electrdlito (Figura 4.5-B). O potencial formal do citocromo Css,
ndo variou com a forga idnica (dentro do erro do método, + 10 mV), ocorrendo uma variagdo
das correntes dos sinais catodicos e anddicos, semelhante a anteriormente apresentada na

auséncia de PCc (dados ndo apresentados).
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Figura 4.5 (A) Variacdo do Variagdo do potencial formal com o pH e (B) e com a forga i6nica a
pH 6,5 ((J) e a pH 7,5 (@) dos voltamogramas ciclicos do citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus
35 uM, num EMGP. Electrdlito: bis-tris-propano 10 mM em presenca de PCc 4,6 uM, CaCl,1 mM. O
perfil da variagdo do potencial com o pH foi simulado usando a equagdo 4.2 e um pK, de 10,8 + 0,1.

A presenca de PCc na solucdo trabalho ndo modifica a resposta electroquimica do
citocromo css; a pH 7,5, nas condicGes que irdo ser utilizadas para estudar a catalise da PCc

mediada pelo citocromo Css;.
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4.2.2 Catélise da peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo citocromo Cssz

Para se investigar a catalise mediada por métodos voltamétricos, o sistema em estudo
devera obedecer as seguintes condicfes [159, 167, 171, 211, 234, 255]:

1 A transferéncia electronica heterogénea (entre o0 mediador e a superficie do eléctrodo) é
uma reacgdo reversivel;

2 A presenca de enzima n&o interfere com o comportamento reversivel do mediador;

3 A reaccdo quimica homogénea - mediador/enzima - é irreversivel (em condicdes
saturantes);

4 A reacgdo entre o mediador e a enzima é de pseudo-primeira ordem, v = k’ [Mediador],

k> =k [enzima].

O esquema da catélise de PCc mediada pelo citocromo css, apresenta-se na Figura 4.6.

Passo 1 Passo 2 Passo 3

k kcat .
Cssz ox PCC red H0, +2H
€
—_
Css3 Rea PCc H,O
Figura 4.6 Esquema da catalise peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo citocromo css; de
Ma. hydrocarbonoclasticus: O eléctrodo reduz o citocromo css; (passo 1) que é rapidamente reoxidado

pela enzima (passo2) a qual é regenerada pela conversdo do peréxido de hidrogénio a &gua (passo3).
Adaptado da referéncia 169.

EMGP

A primeira condicdo foi verificada na sec¢do anterior (Capitulo 4| 4.1), tal como a
segunda (Capitulo 4| 4.2.1). Durante a catalise mediada o citocromo css, € reduzido junto da
superficie do eléctrodo, sendo reoxidado pela enzima (PCc). A utilizacdo de peroxido de
hidrogénio em excesso permite a reoxidagdo da PCc através do ciclo catalitico e ndo a
transferéncia de electres novamente para o citocromo Csso. Assim, 0 passo 2 (Figura 4.6) pode
ser considerado irreversivel e a terceira condicdo cumprida. A quarta condi¢do implica que a
enzima esteja em largo excesso. Nas condicdes utilizadas neste estudo, embora a enzima néo
esteja em excesso relativamente ao mediador, devido a presenca de perdxido de hidrogénio em
concentragdes saturantes este requisito € obedecido desde que a velocidade da catélise ndo seja

um factor limitante na regeneracdo da PCc oxidada por reducdo de H,O,. Neste caso, a enzima
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estard sempre disponivel para reagir com o citocromo css; e as condi¢oes de reaccdo de pseudo-
primeira ordem serdo cumpridas.

No mecanismo catalitico, a transferéncia de carga mediada entre a enzima e o eléctrodo
pode ser quantificada. Se o processo de transferéncia de carga é controlado por difusdo, como se
verificou para o citocromo Cssz, verificam-se as seguintes relacbes matematicas (equacao 4.3 e
equacdo 4.4):

ip=0,4463 (nF)*? (RT) 2 A [Mediador] (Dmea)"?v¥?  (Eq. 4.3)
icat = N F A [Mediador] (Dwmes k*)*2 (Eq. 4.4)

onde i € a corrente do sinal do mediador (a diferentes velocidades) na auséncia de substrato e
icat € @ corrente catalitica, ou seja, a corrente na presenca de substrato em excesso.
Deste modo, é possivel determinar a constante de primeira ordem, k’, a partir da relagdo
(icavip) em funcéo de (1/v)Y2 (equacéo 4.5) e determinar k (equacéo 4.6).
(icavip) = 2,241 (RT/nF)¥2 k*12 (1/v)V2 (Eq. 4.5)
k> =k [enzima] (Eg. 4.6)
Se a catalise mediada apresentar uma cinética de Michaelis-Menten, verifica-se a

relacdo apresentada pela equacgéo 4.7

icat = iméx ISI (Eq 47)
[S]+Km

onde Ku é a constante de Michaelis-Menten e a corrente catalitica méaxima é obtida pela relagdo
expressa na equacao 4.8
icat maximo= NFACmedDimed™? K™Y/2 (Eq 4.8)

onde n é o namero de electrBes, F a constante de Faraday, A a area do eléctrodo, Cmes a
concentragdo do mediador e Dmed 0 coeficiente de difusdo do mediador. A constante de pseudo-
primeira ordem, k’, pode assim ser determinada a partir da curva de Michaelis-Menten.

Tendo em conta que o processo é controlado por difusdo, a equacdo 4.7 pode ser escrita
como (equacgéo 4.9):

ica= NFA(Cwmed k’)llz [S] (Eq 49)
Km + [S]

Num estudo preliminar analisou-se a constancia do sinal catalitico ao longo do tempo,
(Figura 4.7).
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Figura 4.7 Variacao das correntes cataliticas ao longo do tempo apés adi¢do de 0,5 mM (O) ou 1,0 mM
(@) de peroxido de hidrogénio utilizando EMGP. Correntes cataliticas obtidas nas seguintes condicoes:
voltamogramas ciclicos a 20 mV s de citocromo css; 35 UM, peroxidase do citocromo ¢ 4,6 UM, em bis-
tris-propano 10 mM (pH =7,5) e CaCl, 1 mM.

A variacdo das correntes cataliticas em funcdo do tempo apresenta a forma de sino, com
um maximo no segundo varrimento ap0s adicdo de peroxido de hidrogénio. A constante de
inactivacdo estimada pelo melhor ajuste para uma reaccdo de primeira ordem foi de
-0,38 nA/min (ica= 0,199 e -0,27 nA/min (icx= 0,28e%%™) para uma concentracdo de
peréxido de hidrogénio 0,5 mM e 1,0 mM respectivamente. No final destes ensaios adicionou-
se novamente peréxido de hidrogénio, ndo tendo havido aumento das correntes cataliticas; o
voltamograma era idéntico ao obtido na auséncia de perdxido de hidrogénio.

As correntes cataliticas do segundo varrimento sdo maiores do que as do primeiro
varrimento, consequéncia de inicialmente a PCc estar oxidada, e de necessitar que o hemo E
seja reduzido, para que em presenca de ides calcio fique activa. Assim, adoptou-se como critério
para a recolha de dados, o segundo voltamograma apdés a adicao de perdxido de hidrogénio.

Verifica-se também que mesmo apdés a homogeneizacdo da solugdo, ou seja apds o
segundo voltamograma, o sinal diminui. Esta reducdo podera ser consequéncia da diminuicdo
de actividade da enzima ao longo do tempo, resultado da interaccdo com o peroxido de
hidrogénio. Varios estudos demonstraram que as hemoproteinas, incluindo peroxidases, sao
inactivadas na presenca de concentracdes cataliticas de peroxido de hidrogénio [156, 157]. Um
comportamento semelhante foi reportado, por Dequaire e colaboradores para a catalise de
peroxidase do citocromo ¢, onde também se verificou a diminuicdo das correntes cataliticas com

0 tempo, tendo atribuido esse facto a formacdo de uma oxiperoxidase inactiva resultado da
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reaccdo entre o peroxido de hidrogénio e a enzima [158]. Esta oxiperoxidase é convertida
espontaneamente por decomposi¢cdo na forma inicial da enzima e em ido superdxido. A
diminuicdo da actividade catalitica durante a catalise medida da PCc de Pa. pantotrophus pela
pseudoazurina da mesma bactéria, foi também reportada, tendo os autores atribuido este facto a
inactivacdo da PCc por parte do perédxido de hidrogénio [159].

O facto da adicdo de perdxido no final destes ensaios ndo promover a catalise (dados
ndo apresentados) sugere que a PCc fica numa forma néo activa, que ja ndo consegue catalisar o
peréxido de hidrogénio.

O efeito da concentracdo de perdxido de hidrogénio na catalise mediada foi estudado,
usando EMGP, tendo-se variado a concentragdo de peroxido de hidrogénio entre 0 e 2 mM.

Inicialmente o sistema reversivel apresenta dois picos o catddico e o anddico. Apos a
adicdo de perdéxido de hidrogénio, a corrente catodica aumenta enquanto o voltamograma se
torna irreversivel. Para valores de perdxido de hidrogénio mais elevados os picos catddico e

anddico desaparecem e a onda toma a forma sigmoidal (Figura 4.8).

0,025 mM

0,100 mM

0,400 mM

0,500 mM
1.500 mM
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
E (V)

Figura 4.8 Voltamogramas ciclicos (v = 20 mVs™) da catalise da peroxidase do citocromo ¢ 4,6 pM
mediada pelo citocromo css; 35 UM de Ma. hydrocarbonoclasticus, usando um EMGP, em bis-tris-
propano 10 mM (pH 7,5) e CaCl, 1 mM, na auséncia (----) e na presenca de diferentes concentracfes de
peroxido de hidrogénio (—).
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Verifica-se que, para concentracGes de peroxido de hidrogénio iguais e superiores
a 0,400 mM, o aumento da intensidade das correntes cataliticas com o tempo continua no
varrimento inverso seguido de cruzamento do tragado anddico no catédico, antes e depois do
potencial de reducdo do citocromo cssz (E” = 243 + 1 mV) (Figura 4.8). Também é possivel
observar a histerese nesses voltamogramas cataliticos (Figura 4.8).

Resultados semelhantes foram obtidos por Dequaire no estudo electroquimico da
catalise mediada da peroxidase de cavalo [158]. Estes investigadores interpretaram a histerese
encontrada nos voltamogramas e o cruzamento do tragado anddico no catédico como a
consequéncia de dois factores: por um lado seriam consequéncia do aumento do tempo
requerido para a enzima alcangar um hipotético estado estacionario o que explicaria a histerese,
por outro, o facto das condi¢fes de cinética pura serem cada vez menos cumpridas com o
aumento das velocidades de varrimento. Este ultimo facto significaria que, com o aumento da
velocidade de varrimento, a difusdo do mediador controlaria cada vez mais a dindmica do
sistema.

Os resultados obtidos neste trabalho foram interpretados com base no trabalho
publicado por Dequaire [158]: a histerese observada nos voltamogramas (Figura 4.8) estara
relacionada com o tempo que é necessario para que a enzima (PCc) alcance o estado
estacionario e o cruzamento do tracado catddico pelo anddico sera consequéncia do afastamento
das condicOes de cinética pura o que significa que a difusdo do citocromo css; controla a
dindmica do sistema. Estes fendmenos sdo dificeis de observar em separado, uma vez que a
diminuicdo das velocidades de varrimento permitem alcangar as condic¢Ges de cinética pura, mas
requer mais tempo para se alcangar um estado estacionario o que podera favorecer a inactivagao
da PCc. De qualquer modo continuam-se a cumprir as condi¢es que o sistema em estudo
deverd obedecer para que se possa estudar a catalise mediada por métodos voltamétricos,
enunciadas anteriormente.

Como se pode observar na Figura 4.8, as curvas cataliticas obtidas apresentam uma
forma sigmoidal tipica de uma catélise, verificando-se que as correntes cataliticas aumentam
com a concentragdo de peroxido de hidrogénio até um valor de 0,5 mM, a partir do qual se
mantém aproximadamente constantes (Figura 4.9).

O potencial catalitico, Ecar = 248 + 5 mV, determinado directamente da curva catalitica
utilizando o software GPES, é semelhante ao valor do potencial formal da reac¢do de oxidacédo e
reducdo do citocromo css;, 0 que confirma que este processo é devido a reducdo daquele
citocromo na superficie do eléctrodo. Este comportamento é consistente com um mecanismo
catalitico, E/C’;, que se inicia com uma reac¢do de transferéncia de carga heterogénea entre a

superficie do eléctrodo e o citocromo css» (Passo 1, Figura 4.6), seguida por uma reacgdo
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quimica homogénea, onde o citocromo css, é regenerado pela PCc (Passo 2, Figura 4.6), que por

sua vez é reciclada pelo peroxido de hidrogénio (Passo 3, Figura 4.6) [167, 244].

0,35

0.20 025{ o
= 3 0201
‘E’L 0,15 ? 0,15
al 0,10
0.10 0,05 4
0,00 T T T T 1
0,05 0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
iae/ [H,03] (A M)
0,00 v v v .
0,00 0,50 1.00 1.50 2.00
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Figura 4.9 Variacdo da corrente catalitica com a concentragdo de perdxido de hidrogénio, a partir dos
voltamogramas ciclicos (v= 20 mVs?) obtidos com EMGP. Os pontos foram ajustados a uma cinética de
Michaelis-Menten. A solugéo de trabalho continha citocromo ¢ssz 35 UM, PCc 4,6 UM e CaCl; 1 mM, em
tampao bis-tris-propano 10 mM (pH 7,5). Inser¢do: linearizacdo de Eadie-Hofstee dos valores da corrente
catalitica em funcfo da razéo entre a corrente catalitica e a concentracdo de perdxido de hidrogénio.
Cinética de Michaelis — Menten, ajustada com Ky = (65 + 2) uM, Vinax = icat Max = (302 £ 2) nA (valores
obtidos pela linearizacdo de Eadie-Hofstee (Capitulo 2| 2.8.5).

A catalise apresenta uma cinética tipica de Michaelis-Menten. Os parametros cinéticos
determinados para o peroxido de hidrogénio foram: Kuw = (65 = 2) uM e
Vimax = lcamax = (302 = 2) nA (parametros usados no ajuste da curva (Figura 4.9), obtidos da
linearizacio Eadie—Hofstee da curva de Michaelis—Menten (inser¢éo na Figura 4.9)).

O valor da constante de Michaelis-Menten obtida neste trabalho é diferente do
determinado pelo mesmo método para a enzima PCc de Ps. stutzeri (1,8 + 0,05 uM) [58], de
Mec. capsulatus (0,51 £ 0,1 uM, para o citocromo csss ou 3,1 + 0,1 pM para o citocromo Csss)
[69], de Ps. aeruginosa (6,0 uM) e de Pa. pantotrophus (390 uM) [159] mas préxima do
estimado para Rb. capsulatus (40 pM) [67]. Esta diferenca reflecte a especificidade de cada

enzima e da sua interac¢do com o mediador da catélise.

118



Capitulo 4| Catélise da Peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo Citocromo css2 de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

No entanto, quando o citocromo Css2 de Ma. hydrocarbonoclasticus é o doador de
electrdes da reductase do 6xido nitroso (N.OR) do mesmo organismo, a constante de Michaelis-
Menten obtida por espectroscopia do visivel é de 50,2 £ 9,0 uM (pH 7,6, Tris-HCI 0,1 M) [166],
sendo da mesma ordem de grandeza da constante obtida no presente trabalho de investigacao, o
gue podera indicar que, ela serd uma caracteristica do doador de electrdes.

Estimou-se a constante de pseudo-primeira ordem, k’, a partir da curva de Michaelis-
Menten; o valor de ic max foi de 302 + 2 nA, e calculou-se um k'de 1,9 s™*. A partir deste valor
estimou-se um valor para a constante intermolecular, k, pela expressao k’= k [PCc] [159, 167].
Tendo em conta que a concentra¢do de PCc usada foi de 4,6 uM, o valor estimado de k foi de
4,1 +0,1 x10°M1sL,

A constante intermolecular também pode ser determinada através da variacdo da
concentracdo de peroxidase do citocromo c, utilizando uma concentracdo de citocromo Cssy
constante e de peroxido de hidrogénio saturante. Neste caso, observou-se que o processo de
transferéncia de carga durante a catalise mediada foi controlado por difusdo (i, variou com
v¥2), sendo possivel determinar, nas condi¢Ges experimentais, uma constante de velocidade de
transferéncia electronica intermolecular. Verifica-se que nestas condicBes, as correntes
cataliticas aumentaram com o aumento da concentragdo de PCc para qualquer concentragdo de
PCc (Figura 4.10-C), apresentando as curvas cataliticas forma sigmoidal (Figura 4.10-A).
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Figura 4.10 (A) Voltamogramas ciclicos (v = 20 mVs™?) em tampao bis-tris-propano, 10 mM (pH 7,5),
obtidos com EMGP. Condi¢Bes experimentais: citocromo Css; 35 uM, CaCl; 1 mM, peroxido de
hidrogénio 1 mM e peroxidase do citocromo ¢ em diferentes concentragbes. (B) ica/ip em funcéo de
(1/v) % e (C) variacdo da constante de velocidade de pseudo-primeira ordem (k") com a concentracdo de
PCc. Equacdo da recta: k= 0,43 [PCc] + 1,77 com r = 0,991. A constante de pseudo-primeira ordem, (k")
foi obtida a partir do declive das rectas de (ica/ip) em fungdo de (1/v)*? (equagéo 4.5).
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A constante de velocidade de transferéncia intermolecular foi estimada a partir
da variacdo de k> com a concentracdo de peroxidase do citocromo ¢ (Figura 4.10-C), tendo-se
estimado o valor de (4,3 + 0,2) x10° Ms2,

Comparando os valores da constante intermolecular obtidos, por electroquimica, para a
catalise da PCc de Pa. pantotrophus mediada pela pseudoazurina ((1,6 + 0,2) x 10° Ms?)
[159], para a catdlise da PCc de Ps. stutzeri mediada pelo citocromo Css:
((5,7 £ 0,5) x 10° Ms?) [58] e o valor obtido neste trabalho para a catalise da PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus mediada pelo citocromo css2 ((4,3 + 0,2) x 10° M?s?), podemos verificar
gue estes sdo todos da mesma ordem de grandeza.

O citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus é o doador electrénico da PCc mas
também da reductase do nitrito (citocromo cd:) e da reductase do 6xido nitroso (N.OR)
do mesmo organismo. A constante de transferéncia electronica intermolecular entre a
reductase do nitrito, determinada por electroquimica em presenca de 100 mM de NaCl é de
(4,1 £0,1) x 10°Ms a pH 6,3 [167]. Isto evidencia que a transferéncia electronica entre o
citocromo css; e 0s diferentes parceiros ocorre com a mesma velocidade, sendo independente do

parceiro.

4.2.3 Efeito do pH na catalise mediada

O efeito do pH nas correntes cataliticas foi analisado entre pH 5,0 e 11,0 uma vez que o
sinal do citocromo css; s6 é detectado nesse intervalo. Em todos os pH estudados, o processo de
transferéncia de carga foi reversivel e ocorreu por difusdo (dados ndo apresentados).

Na Figura 4.11 apresentam-se 0s pontos experimentais, que tém um perfil em forma de
sino, a qual foi ajustada uma linha de tendéncia, usando a equacdo 2.18 apresentada no
Capitulo 2| 2.9, (icat = imax / (1 + 10PKalPH) 1 10GH-PKa2) [227],
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Figura 4.11 Variacéo da corrente catalitica, ica, cOMm 0 pH. Ensaios com EMGP, com uma solucéo de
trabalho de citocromo css; 35uM e peroxidase do citocromo ¢ 4,6 uM, em presenga de CaCl, 1 mM,
peréxido de hidrogénio 1 mM. Solugbes tampdo utilizadas 10 mM: acetato (pH 5,0), MES
(5,5 < pH < 6,5), HEPES (7,0 < pH < 7,5), bis- tris-propano (8,0 < pH< 8,5) e CAPS (pH 8,9). O ajuste
da curva efectuou-se utilizando a equagdo (2.18) e um algoritmo do programa Excel (Solver) permitiu
estimar os pKa;=5,8 +0,1e pKa,=7,5+0,1.

O melhor ajuste usando a equacdo 2.18, foi conseguido utilizando o pKa; de 5,8 £ 0,1
e 0 pKa, de 7,5 £ 0,1, ocorrendo a actividade catalitica maxima ao valor de pH de 6,6
(Figura 4.11).

A forma da curva da variacdo da actividade enzimatica com o pH é semelhante a
reportada para a catalise mediada da PCc de Ps. aeruginosa (com um pH 6ptimo de 6,0 e pKs
de 5,2 e 6,8 [42, 44, 211]), da PCc de Rb. capsulatus (pH 6ptimo 7,0 e pKs de 6,1 e 7,9 [67]) e
da PCc de Pa. pantotrophus (pH 6ptimo 6,5 e pKsde 5,6 + 0,1 e 7,5+ 0,1 [159]).

A dependéncia do pH da interaccdo PCc-citocromo cCss;, reflecte um processo de
dissociacdo de protBes, e envolve um grupo com um pK, préximo de 5,8 o que sugere que
corresponda & desprotonacdo de um grupo propionato do hemo E. Este grupo podera fazer par
idnico com a histidina 261 da cadeia proteica ou a histidina ligada ao ferro hémico (histidina 71)
sendo esta Ultima responsavel pelo pKa, [53, 67, 97, 227]. A interaccdo do grupo propionato
com as histidinas hémicas ocorre por pontes de hidrogénio. O protdo libertado durante o
processo de desprotonacdo do propionato poderd estar envolvido numa ligagdo por pontes de
hidrogénio, o que afectard o pKa da histidina que apresenta por isso valor superior ao seu pKa
(pKa (imidazole) = 6,0, pH 7,0) [256]. Podera também acontecer desprotonacdo da histidina o

que implicard um reforgo na ligagdo com o hidrogénio do grupo carboxilico de um propionato
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ligado ao hemo E, o que poderd também promover o aumento do valor do pKa [53, 227, 256,
259 e 260], ndo sendo possivel no entanto, apenas com estes dados confirmar estas hipéteses.

De referir que o que domina a transferéncia de electrbes é a interaccdo entre o
citocromo Css; € a peroxidase do citocromo c, o que condiciona os valores de pK encontrados. A
pH inferior a 5,5 e superior a 8, verificou-se por espectroscopia de UV-visivel (Capitulo 3| 3.3)
gue a quantidade de enzima activa é reduzida mesmo em presenca de cloreto de calcio. As
correntes cataliticas detectadas a esses valores de pH (Figura 4.11) dever-se-d0 ao facto da
solucdo de trabalho utilizada na membrana ser preparada a pH 7,5 estando nestas condicBes
alguma enzima activada.

O ambiente marinho onde a PCc vive (Golfo de Fos) tem um pH préximo de 8 [261]. Se
os resultados aqui reportados ocorressem in vivo, a actividade enzimatica era baixa, havendo
provavelmente inibi¢do da enzima por excesso de perdxido presente no meio. Esta diminuigdo
acentuada de actividade catalitica entre pH 7,0 e pH 8,0 também foi encontrada para a catélise
da NiR de Ma. hidrocarbonoclasticus mediada pelo citocromo css; e estudada pela metodologia
do presente trabalho de investigacdo [167]. Tal como foi sugerido por Lopes e colaboradores
[167], para a catélise da NiR medida pelo citocromo css; de Ma. hidrocarbonoclasticus, duas
hip6teses se poderdo colocar, ou o periplasma apresenta um pH diferente do meio ambiente
exterior, proximo do pH Optimo e mais compativel com a actividade enzimatica ou a regulagdo
alostérica ocorre através da interaccdo proteina-proteina. De referir que o pH 6ptimo da catalise
da NiR mediada pelo citocromo css; de Ma. hidrocarbonoclasticus é 6,3 e o da catalise de PCc
mediada pelo citocromo css, também de Ma. hidrocarbonoclasticus é de 6,6, e que, para valores
de pH superiores a 7,3 a catalise da NiR mediada pelo citocromo css; é praticamente nula [167].
Em qualquer das situagdes, 0 comportamento in vitro detectado na catélise da PCc mediada pelo
citocromo css; ou a catalise da NiR mediada pelo citocromo css; podera ser diferente do in vivo,

podendo estes resultados ndo corresponder a uma realidade fisioldgica.

4.2.4 Efeito da forga idnica na catalise mediada

O efeito da forga ionica na constante de transferéncia intermolecular foi analisado a
pH 6,5 e 7,5. A escolha destes pH esté relacionada com os resultados obtidos por espectroscopia
de visivel (Capitulo 3| 3.3) em que se verificou que a pH 6,5 a activacdo da PCc é independente

da presenca de excesso de ides célcio.

4.2.4.1 Diferente metodologia para a preparacdo da solucédo de trabalho

A influéncia da forga ionica na catalise foi estudada alterando a forca idnica tanto no

electrdlito como na solucdo de trabalho (condicdo 1) e alterando a forca idnica apenas no
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electrolito (condicdo 2). Na Tabela 4.3 apresentam-se as correntes cataliticas e as constantes de
pseudo-primeira ordem para a catalise mediada a pH 6,5 a diferentes forcas idnicas. Na Figura

4.12 apresenta-se o perfil da variacdo da actividade catalitica com a forc¢a idnica.

Tabela 4.3 Variagao das correntes cataliticas e de k> com a forga i6nica na catilise mediada a pH 6,5.

Condigdo 1: Solucéo de trabalho Condicéo 2: Solucéao de trabalho e
e electrélito com a mesma forga electrdlito inicialmente com forgas idnicas
idnica diferentes
[NaCl] (M) icat (LA) k> (s1) icat (uA) k> (s?)

0,00 406 1,85 412 1,88

0,05 437 1,99 581 2,65

0,10 255 1,16 261 1,19

0,20 188 0,86 161 0,74

0,30 130 0,56 118 0,54

0,40 95,0 0,43 97.9 045

0,50 62,1 0,28 135 0,62

0,60 12,3 0,27 118 0,54

0,70 5,27 0,12 120 0,55

0,80 7,00 0,13 118 0,49

ica=nFk’ACD, sendo A= 0,062 cm?, [citocromo Css2] =35 pM, Dmedt/?= 1,4 x10 Scm?s?
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Figura 4.12 Variacdo das correntes cataliticas com a forca idnica. (O) Condicdo 1 (a solucdo de trabalho e
o0 electrdlito ttm a mesma forga ionica) e (@) Condigdo 2 (a solucdo de trabalho e o electrdlito tem
diferente forca i6nica). CondicOes experimentais: voltametria ciclica (v = 20 mVs®) em solucéo de bis-
tris-propano, 10 mM (pH 6,5) com peroxidase do citocromo ¢ 4,6 UM, citocromo css; 35uM, CaCl, 1mM
e perdxido de hidrogénio 1 mM.

Verifica-se, pelos resultados apresentados na Figura 4.12, que a catalise da PCc
mediada pelo citocromo css; € dependente da forca idnica, sendo o perfil da catalise muito

semelhante nos dois casos (forma de sino). Em ambas as situacdes ha um maximo de actividade
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que ocorre a 50 mM de cloreto de sodio (2,8 ppm), havendo depois uma diminuicdo das
correntes cataliticas que, é mais acentuada quando a forca ionica é igual no electrolito e na
solucdo de trabalho.

Comparando os valores das correntes cataliticas na auséncia e na presenca de cloreto de
sodio (a 0 e 800 mM), quando a solucdo de trabalho tem forca idnica diferente do electrolito
(condicdo 1), verifica-se um decréscimo de actividade catalitica de aproximadamente 73%.
Quando o electrélito e a solucdo de trabalho tém inicialmente a mesma forca ionica, isto é
guando a forca idnica é ajustada no electrélito de suporte, o decréscimo é de aproximadamente
98% (condicao 2).

Quando a aproximacdo entre parceiros ocorre num ambiente com elevada carga
electrostatica (condigdo 2), o complexo que se forma ndo favorece a transferéncia de electrdes
entre parceiros, levando a menores correntes cataliticas. Quando a formagdo do complexo
ocorre a forga i6nica baixa (condigdo 1) e depois se coloca este a uma forga ionica ligeiramente
superior (50 mM), verifica-se um aumento da catalise podendo estimar-se uma constante
intermolecular, k, de 5,8 £0,1 x10° M s%, Este valor, superior ao encontrado quando a catalise
ocorre a baixa forca ionica, indica que provavelmente a forga idnica conferiu mobilidade dentro
do complexo de modo a possibilitar um atracamento molecular do citocromo css, mais favoravel
a transferéncia de electrGes. Com o aumento da forga i6nica (acima de 50 mM) o complexo fica
menos estavel, diminuindo a actividade catalitica. De realcar que para esta diminui¢do também
contribui uma menor interaccdo entre o citocromo Css; e a superficie do eléctrodo,
provavelmente consequéncia da proximidade da membrana carregada negativamente e de
ambos (citocromo css; e superficie do electrodo) estarem carregados negativamente. As
interacgdes entre a superficie do eléctrodo de GP e o citocromo css; a este pH sdo governadas
por forgas electrostéaticas (Capitulo 4| 4.1), sendo entdo também esta, uma das causas da
diminuicdo observada nesta experiéncia.

A variacdo da forga ionica na catalise da NiR mediada pelo citocromo css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus também foi estudada através de métodos electroquimicos a pH 6,3,
verificando-se que o aumento da forca idnica promove 0 aumento da catélise enzimatica. O
valor maximo da mesma ocorre para uma forca ionica de 1=180 mM, permanecendo constante
na gama estudada (I~0 a 1=300 mM) [167]. Ao contrario da curva de actividade catalitica da
PCc mediada pelo citocromo css; que diminui com o aumento da forca idnica, a curva da
actividade catalitica da NiR mediada pelo mesmo citocromo sugere que ocorreu o efeito de
blindagem com o aumento da forga idnica. Isto €, as interaccOes entre o citocromo Css, € a NiR
tornaram-se mais favoraveis uma vez que os ides cloreto e sédio se ligam a residuos carregados
diminuindo assim o caracter electrostatico das superficies de ambas as proteinas, o que favorece

uma interaccdo com a superficie do eléctrodo de ouro governada por forcas hidrofébicas [167].
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Este resultado é concordante com o facto da Ma. hydrocarbonoclasticus ser uma bactéria

marinha que vive a uma forca ionica elevada (~ 35 ppm).

4.2.4.2 Efeito da forca idnica na catalise a diferentes valores de pH

Estudou-se o efeito da forga ionica na catélise da PCc mediada pelo citocromo css; do
mesmo organismo, a pH 6,5 e 7,5. Pretendeu-se verificar em que medida a forca idnica
influenciard a catélise em diferentes valores de pH. Seguidamente apresentam-se os resultados
dos varios ensaios (Figura 4.13, Tabela 4.4) para pH 7,5.

Tabela 4.4 Potenciais cataliticos, formal, constante intramolecular (k) e correntes cataliticas

obtidas no estudo do efeito da forga idnica na catalise mediada entre a PCc e citocromo css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus a pH 7,5.

[NaCI](M) E® (mV) Ecat (MV) icat (UA) K (s)

0 244 248 438 1,98
0,03 244 250 430 1,96
0,04 244 247 487 2,22
0,05 244 245 401 1,83
0,06 245 250 434 1,98
0,10 245 246 638 2,91
0,20 245 245 430 1,96
0,30 245 245 320 1,46
0,50 245 248 36,2 0,16
0,80 243 245 42,6 0,19

(k’= declive icatfip® Vs (1/v)Y2
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Figura 4.13 Variacdo da corrente catalitica, ica, com a forca ionica a pH 6,5 (@) e a pH 7,5 (O) e
dependéncia das correntes de pico, i para a redugdo do citocromo css; a pH 6,5 (@) e a pH 7,5 (),
determinadas por voltametria ciclica (v = 20 mVs) com EMGP. Condices experimentais para a catalise
mediada: citocromo Css; 35 uM e peroxidase do citocromo ¢ 4,6 uM, CaCl, 1 mM em tampéo bis-tris-
propano 10 mM e peroxido de hidrogénio 1 mM. A variagdo da forca ionica efectuou-se pela adigao de
pequenos volumes de solugdo de NaCl 6 M ao electrdlito. Condigdes experimentais para a reducdo do
citocromo css; 35 uM: bis-tris-propano 10 mM, na presenca de CaCl, 1 mM.

126



Capitulo 4| Catélise da Peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo Citocromo css2 de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

As curvas das correntes cataliticas em funcdo da concentragdo de cloreto de sodio, tém
um perfil semelhante (a forma de sino), com um maximo a 50 mM (k = (5,8 £ 0,1) x10*M*s?)
e a 100 mM (k = (6,3 £ 0,1) x10 *M*s?) a pH 6,5 e 7,5 respectivamente (Figura 4.13). Apds
estas concentracdes de NaCl, ocorre uma diminuicdo da actividade catalitica, mais acentuada a
pH 6,5 que apH 7,5.

Comparando os valores da corrente catalitica na auséncia e na presenca de cloreto de
sodio (800 mM), verifica-se que hd um decréscimo de actividade de aproximadamente 73%, a
pH 6,5, sendo este decréscimo a pH 7,5 de cerca de 84 %. No entanto a pH 7,5, a corrente
catalitica é superior a obtida a pH 6,5 entre 200 mM e aproximadamente 450 mM.

A constancia dos potenciais formais a pH 7,5 e a 6,5 (dados ndo apresentados) mostra
que a natureza da interac¢do do citocromo css; com o eléctrodo néo é alterada pela variacdo da
forga ionica.

Na presenca e na auséncia de PCc a pH 6,5, o aumento da forca iénica originou uma
diminuicdo da intensidade da corrente, estando este facto relacionado com a diminui¢do da
interaccdo entre o citocromo css; € a superficie do eléctrodo, que é predominantemente
electrostatica (Figura 4.3). A presenca de PCc ndo influencia a orientagdo do citocromo Css; na
superficie do eléctrodo, uma vez que a presenca de PCc ndo altera o comportamento
electroquimico do citocromo css,. Para concentragdes de cloreto de sddio inferiores a 50 mM, a
membrana, que tal como o eléctrodo de grafite pirolitica tem carregada negativa, promove nao
s6 uma boa orientacdo do citocromo cssz, que tendo uma carga global positiva sera conduzido
até ao eléctrodo por interacgdes electrostaticas, mas também a formagdo de um complexo
competente a baixa forca ionica. Para concentraces de NaCl superiores a 50 mM a diminuigéo
do sinal catalitico e das correntes de pico catodicas sugere que ha uma diminuigdo da interacgdo
membrana - (complexo citocromo css; : PCc) - superficie do eléctrodo.

A pH 7,5 a interaccdo entre o citocromo Css; € a superficie do eléctrodo € menos
influenciada pela forca ionica, mantendo-se a intensidade da corrente, 0 que sugere que a este
pH é governada por forgas hidrofobicas (Figura 4.3). Também neste pH a presenca de PCc ndo
alterou o comportamento electroquimico do citocromo css;, pelo que, o sinal catalitico serd
afectado predominantemente pelo que ocorre entre a PCc e 0 citocromo Css» . Assim 0s dois
factores que poderdo estar a contribuir para estes resultados sdo, por um lado, a formagdo do
complexo transiente, por outro a activagdo da PCc. N&o havendo dependéncia do sinal do
citocromo css; com a forca iénica, a pH 7,5 a variacdo observada corresponde ao efeito da forga
i6nica na catalise mediada. Uma vez que estamos a analisar a reac¢do intermolecular, este efeito

corresponde a alteracdes na interaccao entre as duas proteinas:
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(i) A baixa for¢a ionica (~ 1 mM) ocorre a formagdo de um complexo estavel que néo
favorece a transferéncia electrénica, o que se traduz em correntes cataliticas inferiores ao valor
méaximo. Um ligeiro aumento da forca idnica podera influenciar ndo s6 a aproximacao e a pré-
orientacdo do complexo de encontro, como também favorecer a mobilidade do citocromo css2 ha
superficie da PCc- o citocromo procura a melhor posicdo para a transferéncia electrénica
intermolecular;

(ii) A diminuicdo do sinal catalitico para concentracdes de NaCl superiores 100 mM
para pH 7,5 podera estar relacionada com a dificuldade de formacdo do complexo competente
entre o citocromo Css; € a PCc, uma vez que o sinal do citocromo ndo é afectado pela forca
ibnica a pH 7,5 (Figura 4.13). Este complexo de encontro, formado entre as duas proteinas
(citocromo css; € PCc), é um complexo governado por forcas de natureza electrostatica (o que
ndo seria compativel com as caracteristicas das superficie das duas proteinas; o citocromo Css, é
apolar e a PCc apresenta uma distribuicdo uniforme dos residuos carregados na sua superficie)
ou se torna inactivo sendo um complexo governado por interac¢des hidrofébicas mas ndo
competente para a transferéncia de electrdes. Isto é, o aumento da forca idnica podera ter
limitado o movimento do citocromo css; na superficie da PCc, impedindo-o de encontra uma
posicdo favoravel a transferéncia de electrbes, formando-se um complexo ndo produtivo e nao
competente para a transferénca de electrdes, o que conduziria a uma diminuicdo da catalise.

(iif) Tendo em conta a distribuigdo de residuos na superficie do citocromo css; e da PCc
na forma nativa, o complexo formado entre eles devera ter caracter hidrofébico e nédo
electrostatico, indicando que podera ter havido alteragdes da superficie de uma das proteinas,
provavelmente da PCc que, como foi verificado no Capitulo 3| 3.6, podera estar numa forma
ndo nativa, o que explicaria o aparente caracter electrostatico do complexo PCc:citocromo Css,
encontrado neste estudo. O citocromo poderia formar um complexo com esta forma ndo nativa,
gue apresentaria 0 hemo E pentacoordenado e ao qual se ligava o citocromo, formando um
complexo ndo competente.

Verifica-se que a presenca de NaCl em baixas concentra¢cdes (10 mM a 50 mM), no
caso da PCc de Pa. pantotrophus, promove a formacdo de spin-alto do hemo P, facilitando a
activacdo da enzima [48]. O mesmo podera acontecer com a PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus, isto é, a presenca de cloreto de sodio podera facilitar a formacéo de
spin-alto do hemo P, a baixa for¢a idnica, uma vez que a PCc esta inicialmente oxidada o que
facilitara a activacdo da PCc no decurso do ensaio. Este facto explicaria os resultados
encontrados para concentragdes baixas de cloreto de sodio. De referir ainda que, tal como
acontece em Pa. pantotrophus na catélise da PCc mediada pela pseudoazurina, também aqui ha
um aumento da actividade catalitica entre 0 e 50 mM, decrescendo a mesma com o aumento da

forga ionica [47].
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Considera-se assim que o perfil encontrado neste trabalho de investigagéo reflecte uma
interaccdo entre parceiros demasiado forte a baixa forca idnica, o que limitara a mobilidade do
citocromo Css; ha superficie da enzima, necessaria para uma rapida transferéncia electronica.
Como sugerido por Pauleta e colaboradores, este facto podera levar a uma dissociacao lenta dos
produtos de catalise e a inibicdo da transferéncia electrénica [51, 97].

O facto da catalise apresentar valores muito baixos a pH 8,0 (pH do mar mediterraneo)
[261] e a elevada forca i6nica (salinidade do mar mediterraneo ~35 ppm), ndo permitiu estudar a
catalise da PCc mediada pelo citocromo css; nessas condi¢cdes ou extrapolar estes resultados
para condi¢es in vivo. De facto os resultados obtidos contrariam as previsfes para a actividade

de uma enzima de uma bactéria obrigatoriamente halofilica e marinha.

4.3 Caracterizacdo da cinética de estado estaciondrio seguida por ensaios
espectrofotométricos

A actividade catalitica em estado estacionario da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus
usando citocromo cs»» como doador de electrdes foi também analisada através de ensaios
espectrofotométricos em solucdo. Em alguns ensaios, em vez do parceiro fisiolégico de
electrdes utilizou-se o citocromo c de cavalo como doador electrdnico.

No presente trabalho estudou-se o efeito da concentragdo de PCc, da variagdo do pH e da
forga ionica em condigdes diferentes das utilizadas na literatura, uma vez que houve necessidade
de comparar os resultados obtidos por electroquimica para uma mesma preparacao de enzima.

Nestes ensaios a PCc foi activada a pH 7,5 e os citocromos reduzidos como descrito no
Capitulo 2| 2.8.1.

4.3.1 Efeito da concentracéo de peroxidase do citocromo c
Iniciou-se o estudo da catalise mediada em estado estacionario, seguida por ensaios
espectrofotométricos, variando a concentracdo de enzima PCc entre 6 nM e 90 nM. Nesta gama

de concentragdes verificou-se que a actividade varia linearmente com a concentracdo de PCc
(Figura 4.14).
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Figura 4.14 A variacéo da actividade por centro catalitico da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus com a
concentragdo de PCc. Condigdes experimentais: tampdo HEPES 10 mM (pH 7,5), citocromo Css; 7 uM,
CaCl; 1 mM e perdxido de hidrogénio 100 uM. Equacgdo da recta: k> = +0,07 +8,03[PCc], r = 0,99. A
PCc foi activada como descrito no Capitulo 2| 2.6.1.

Escolheu-se uma concentracdo de enzima de 24 nM para a caracterizagao cinética, uma
vez que este valor se encontra na zona linear.

Estes dados permitem obter a constante de segunda ordem, uma vez que v = k’[Css2] €
k" = k [PCc], pelo que nas condices do ensaio k pode ser estimado como sendo
(8,0 £ 0,4) x 106 M1s, Esta constante é uma ordem de grandeza acima da estimada nos ensaios
electroquimicos nas mesmas condi¢des ((4,3+0,2) x 10° M's?, pH 7,5). Esta diferenca podera
estar relacionada com as caracteristicas e metodologias inerentes a cada técnica. Em
espectroscopia de UV-visivel a PCc €é previamente activada, enquanto nos ensaios
electroquimicos esta encontra-se totalmente oxidada na presenca de calcio, e a sua activacao
devera ocorrer durante o ensaio voltamétrico, o que podera explicar os diferentes valores de k.
De referir ainda que nos ensaios de electroquimica, a utilizacdo de eléctrodos de membrana nao
impediu o surgimento de PCc na forma ndo nativa (Capitulo 3| 3.7) cuja actividade enzimatica

podera estar comprometida, o que podera também explicar este diferencial.

4.3.2 Efeito do pH na actividade do centro catalitico

A actividade da PCc foi estudada a pH entre 4,5 e 9, tendo-se obtido um perfil em forma
de sino (Figura 4.16), semelhante ao obtido por electroquimica (Figura 4.15). Os pontos

experimentais foram ajustados a equagdo 2.1 (Capitulo 2| 2.6.1.2)
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Figura 4.15 Variagdo da actividade da PCc com o pH. Condi¢des experimentais: citocromo Css; 7 uM,
peroxidase do citocromo ¢ 24 nM, CaCl, 1 mM e peroxido de hidrogénio 100 puM. Solugdes tampéo
utilizadas 10mM: acetato (pH 5,0), MES (5,5 < pH < 6,5), HEPES (7,0 < pH < 7,5), bis-tris-propano
(8,0 < pH< 8,5) e CAPS (pH 8,9). O ajuste da curva foi feito utilizando a equacdo (2.1) com
pKai; =55+ 0,1 e pKa,=8,5+ 0,1, ocorrendo a actividade méxima para pH 7,0.

Com o melhor ajuste da equacdo 2.1 aos dados experimentais estimaram-se os valores
de pKa e pKs de 555 + 0,1 e 85 + 0,1 respectivamente, ocorrendo a actividade catalitica
maxima a pH 7,0 (utilizando a equagdo 2.1). No entanto na gama de pH entre 6,5 e 8,0 (pH do
mar mediterranico) a actividade catalitica é semelhante. A transferéncia electronica entre o
citocromo css; € a PCc apresenta uma dependéncia do pH, a qual sugere que um grupo com um
pKa=5,5+ 0,1 e outro com um pK,= 8,5 + 0,1 favorecam a actividade catalitica.

O perfil da curva de pH é semelhante ao encontrado para 0os complexos Rb. Capsulatus-
citocromo c; [67] e Pa. pantotrophus-citocromo csso [205]. Para a PCc de Rb. capsulatus
verifica-se que a curva de dependéncia do pH tem a forma sino, com um pH éptimo de 7 e pK
de 6,1 e 7,9. Foi proposto neste caso que o pK = 6,1 resulte da ionizagdo dos propionatos que
irdo formar par i6nico com a histidina 261 que se encontram na vizinhanga do ferro hémico. De
facto, verifica-se que os propionatos interagem por ligagcBes por pontes de hidrogénio com os
ligandos histidina. O pK = 7,9 teria origem na ionizagdo da forma protonada da histidina 261
(proximo d ohemo E) ou na do glutamato 114 (proximo do hemo P) [67]. MutacBes
introduzidas na PCc de Rb. capsulatus, onde se substituiu o glutamato por outros aminoéacidos,
tiveram como resultado a auséncia de actividade catalitica, 0 que apoia a hipotese de ser o Glu
114 o responsavel por este pKa.
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Considerando a semelhanga estrutural entre as PCc de Pa. pantotrophus, de Rb.
capsulatus e de Ma. hydrocarbonoclasticus, poder-se-a por analogia considerar que o0s pK, terdo
a mesma origem. O pKa: poderé ser atribuido a desprotonacdo dos propionatos que fardo par
ibnico com a histidina 261 (imidazol, pKa 6,0, pH 7,0) ou com a histidina 71 que esta ligada ao
hemo P [53, 67]. J& o residuo responsavel pelo pKa2 é proposto ser o glutamato 114 que,
embora tenha um pKa de 4,3 (cadeia lateral) verificou-se em estudos mutagénicos ser essencial
para a catalise [49, 59, 65, 67, 71 e 206]. No entanto com os resultados deste trabalho ndo é
possivel identificar inequivocamente os residuos responsaveis pelos pKa. [49, 59, 65, 67, 71 e
206].

Embora o pKa seja semelhante ao estimado por ensaios electroquimicos (5,8 £ 0,1), 0
pKaz é ligeiramente superior ao obtido naqueles estudo (7,5 = 0,1) 0 mesmo acontecendo com o
pH optimo (pH 6,6). A diferenca no valor de pKa, poderé ser explicada pelo facto da PCc nos
ensaios de electroquimica ndo estar activada no inicio do ensaio e poder sofrer alteraces
conformacionais devido ao campo eléctrico, apresentando conformacgdes diferentes nos ensaios
de electroquimica e de espectroscopia UV-visivel, podendo esse facto condicionar a
transferéncia intermolecular no complexo transiente, que se forma entre a PCc e o citocromo
Css2, tal como foi referido anteriormente. Também é plausivel, que os resultados de
electroquimica possam ser artificiais (ficticios) e consequéncia da metodologia utilizada, dado
que, nos ensaios por espectroscopia do visivel a gama de pH onde a actividade catalitica é
elevada (pH entre 6,5 e 8) inclui o pH do meio onde a bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus vive

(pH préximo de 8) [261] e é maior que em electroquimica.

4.3.3 Efeito da forga idnica na catélise mediada
O efeito da forca idnica na actividade catalitica da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus

mediada pelo citocromo css; € pelo citocromo ¢ de cavalo foi analisado tendo-se obtido o perfil

apresentado na Figura 4.16.
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Figura 4.16 Actividade por centro catalitico da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus em funcdo da
concentragdo de NaCl a pH 7,5, usando (e) o0 citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus ou (O) o
citocromo ¢ de cavalo como doador de electrdes. Condigcdes experimentais: tampdo HEPES 10 mM

(pH 7,5), citocromo css; 7 pM, citocromo ¢ de cavalo 7 puM, peroxidase do citocromo ¢ 24 nM, CaCl,
1 mM e peroxido de hidrogéniol00 uM.

Quando o citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus é usado como doador
electrénico a actividade catalitica diminui 40% com o aumento da forca ionica de O para
100 mM de NaCl, valor a que se atinge um patamar onde a actividade por centro catalitico é
3000 min! e se mantém constante até 700 mM de NaCl.

Quando o citocromo ¢ de cavalo é usado como doador electrénico, a actividade
catalitica inicial (na auséncia de NaCl) é superior a que se obtém com o citocromo Css;
(9700 min?). No entanto, esta decai abruptamente para valores muito baixos (actividade
praticamente nula) com o aumento da concentracdo de cloreto de sddio. Neste caso, a catalise

apresentou um decréscimo de 95% em relagdo ao seu valor na auséncia de NaCl.

Um perfil semelhante a este foi obtido por Alves e colaboradores [70], tendo estes
constatado que o par citocromo css;- PCc mantém actividade catalitica (actividade do centro
catalitico préxima de 5000 min™) a elevada forca i6nica (0 a 600 mM). No estudo realizado por
estes investigadores, a 35 ppm (salinidade do mar) a enzima apresenta valores elevados de
actividade do centro catalitico que variam entre 5000 mint e 6000 min?® [70]. Este
comportamento foi justificado com interac¢des hidrofébicas entre os parceiros fisiol6gicos, que
ndo eram afectadas pela elevada forga ionica. A catélise da PCc mediada pelo citocromo css; a
forca idnica baixa deverd estar relacionada com a optimizacdo de condi¢cdes para que os dois
parceiros formem um complexo de encontro produtivo, transiente e estavel com energia

minima. Com o aumento da forga idnica, ha perda de mobilidade dentro do complexo,
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formando-se um complexo de encontro imével, onde as proteinas ndo conseguem alcancar a
configuracdo activa e produtiva, ou o complexo de encontro realiza a catalise com baixas

velocidades de dissocia¢do dos produtos da mesma [47, 182].

O resultado encontrados para a catalise da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus mediada
pelo citocromo ¢ esta de acordo com o resultado reportado anteriormente por Alves e
colaboradores, onde se verificou que na presenca de uma forca idnica moderada (salinidade de
7,5 ppm, correspondente a uma concentracdo de NaCl de 132 mM) o citocromo ¢ de cavalo ndo
é um doador de electrGes competente [70]. A diminuicdo da actividade catalitica mediada pelo
citocromo ¢ de cavalo com o aumento da forca idnica esta relacionada com as interaccGes de
natureza predominantemente electrostatica que se estabelecem no complexo de encontro entre a
PCc e o citocromo ¢ de cavalo. De referir que em ensaios cinéticos entre a PCc de Ps. stutzeri e
o0 citocromo c de cavalo, a presenca de ido calcio inibiu a oxidagdo do citocromo c¢ de cavalo o
que se reflectiu na diminuigdo da actividade enzimatica detectada [58], podendo o mesmo ter
acontecido nestes ensaios.

Contrariamente a interac¢do entre o citocromo c de cavalo e a PCc, que apresenta um
caracter puramente electrostatico, o sistema citocromo Css:PCc apresenta um carécter
hidrofébico (o citocromo css; tem uma superficie maioritariamente apolar embora apresente
também alguns residuos carregados (Figura 1.16)). O par redox PCc-citocromo Css; retém
actividade catalitica numa grande gama de forga ionica (até 700 mM), o que é compativel com
um complexo com um caracter hidrofébico, tal como tinha sido proposto por Alves e
colaboradores [70]. A composicdo de aminoédcidos da superficie da PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus revela que esta apresenta mais residuos hidrofébicos do que residuos
carregados, 0 mesmo acontecendo com 0 citocromo Css; que apresenta uma superficie apolar,
Figura 1.16.

O citocromo ¢ de cavalo, com uma carga positiva nas vizinhangas do hemo, apresenta
carga contréria a da superficie de interaccdo da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus e ira
interagir com esta por interacgoes electrostaticas. O aumento da forga idnica reduz a interaccao
entre a PCc e o citocromo c de cavalo, diminuindo a sua interacgdo electrostatica, o que provoca
a desagregacdo do complexo com o consequente decaimento da actividade enzimatica. Este
comportamento é semelhante ao verificado no caso das PCc de Ps stutzeri e de Pa.
pantotrophus para concentragdes de NaCl superiores a 50 mM [47, 51, 97].

De referir ainda que, o complexo PCc-citocromo css; retém ainda 60% da actividade, a
uma concentracdo de NaCl de 616 mM (correspondente a salinidade do mar de 35 ppm) e a
pH 8,0, 0 que podera indicar que estamos em presenca do complexo que se forma in vivo.

A diferenca entre os resultados obtidos por técnicas electroquimicas e por técnicas

espectroscopicas podera ser explicada, pela possivel presenca nos ensaios electroquimicos de

134



Capitulo 4| Catélise da Peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo Citocromo css2 de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus

PCc ndo activada ou ndo nativa o que poderad contribuir para uma diminui¢do das correntes
cataliticas, uma vez que provavelmente nenhuma destas formas de PCc formara um complexo

competente com o citocromo Cssp.

4.4 Concluséo

O estudo da catalise mediada pressupde a formacdo de um complexo competente e
estavel entre a PCc e o citocromo cssp. A formacdo deste complexo de transferéncia de electrdes
implica que as duas proteinas se encontrem, interactuem e se rearranjem de modo a que a
transferéncia seja possivel. Durante este processo estdo envolvidas forgas de natureza
electrostatica, hidrofébicas, formacao de pontes de hidrogénio e em alguns casos a formacao de
pontes salinas.

O estudo da catélise da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus mediada pelo citocromo css»
foi efectuada, neste trabalho pela primeira vez, usando técnicas electroquimicas e eléctrodo de
membrana de grafite pirolitica ndo rotativo. Este estudo electroquimico permitiu confirmar a
vantagem de utilizar eléctrodos de membrana de GP no estudo de proteinas, uma vez que ndo
foi necessario usar um promotor. No entanto verificou-se que, em algumas condicdes, a carga
da membrana pode condicionar a interaccéo entre as proteinas e a superficie do eléctrodo, como
se verificou no estudo da catalise da PCc medida pelo citocromo css; a pH 6,5.

A catalise mediada apresentou um perfil tipico de cinética de Michaelis-Menten e um
Kwm de 65 £+ 2 uM, para o substrato peréxido de hidrogénio, tendo-se estimado uma constante de
transferéncia electrénica intermolecular de (4,1 + 0,1) x10° M* s a baixa forca iénica e
pH 7,5. Este valor, semelhante ao reportado para a catélise de outras enzimas mediadas pelo
mesmo citocromo [165, 169], evidéncia que a transferéncia electronica ocorre a velocidades
semelhantes. Verificou-se no entanto que, a constante de transferéncia electrénica
intermolecular foi uma ordem de grandeza menor quando se utilizou métodos electroquimicos
em comparagdo com 0s métodos espectroscopicos, o que podera estar relacionado com o estado
redox da PCc- nos ensaios de electroquimica a PCc estava inicialmente no estado oxidado
(inactiva) e nos de espectroscopia em valéncia mista- e com o possivel surgimento de PCc nédo
nativa. Este facto revelou-se importante na interpretacdo de resultados, uma vez que se verificou
gque a amostra da enzima presente nos ensaios voltamétricos provavelmente ndo estaria
totalmente activa, 0 que levou a menores valores de constante de transferéncia intermolecular e
a ligeiras diferencas entre os resultados obtidos por espectroscopia e por electroquimica.

O efeito do pH na catéalise mediada foi analisado por ambas as técnicas. O perfil da
curva encontrado pelas duas técnicas foi semelhante, tendo-se estimado dois valores de pKa.

Tendo em conta o valor de pKa obtido por técnicas electroquimicas (5,8 + 0,1) e o encontrado
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pelo estudo em estado estacionario (5,5 + 0,1), foi proposto que a desprotonacdo dos
propionatos do hemo E e da histidina 261 (imidazol, pKa 6,0) localizada nas proximidades do
hemo E sejam responsaveis pelo pKa. Verifica-se que a protonacdo favorece a catalise, sendo
plausivel gue a desprotonacdo de um dos grupos propionatos possa estar relacionada com o
movimento da histidina 275 e com a alteracdo da rede de ligacBes de hidrogénio, inerente a
activacdo da enzima. O pKs estimado difere nas duas técnicas (técnicas electroquimicas
pKa2 = (7,5 + 0,1) e por estudos espectroscopia do visivel pKs, = (8,5 + 0,1)) podendo explicar-
se esta discordancia com o facto de nos ensaios electroquimicos a enzima nao estar activada ou
ndo estar na forma nativa. Considerando que nos ensaios de espectroscopia a enzima esta na
forma activa, propde-se que responsavel pelo pKa = (8,5 + 0,1) seja ou histidina 71 ou residuo
glutamato (Glu 114) gque se mostrou muito importante na catalise em estudos mutagénicos e que
estando proximo do hemo P poderd quebrar a ligacdo O-O do perdéxido de hidrogénio. A
protonacao deste residuo afecta a catélise enzimatica [61, 62 e 65].

Também se analisou por ambas as técnicas o efeito da forca i6nica na formagdo do
complexo PCc:Citocromo css; € na catalise mediada. Para se formar um complexo transiente
entre a PCc e 0 citocromo Cssp, estas duas proteinas necessitam de se aproximar, sendo que a
primeira interacgdo serd predominantemente electrostatica- a carga global do citocromo css, é
+4 e nas proximidades do hemo E da PCc surgem principalmente residuos neutros ou
carregados negativamente [189]. Nos estudos espectrofotométricos da actividade catalitica com
a variacdo da forca ionica, surgem evidéncias experimentais de uma interac¢do entre parceiros
inicialmente governada por forcas electrostaticas, uma vez que um aumento ligeiro da forca
i6nica ndo diminui a catalise enzimatica. De facto as forcas electrostaticas entre parceiros
fisiologicos influénciam a formacdo de complexos, podendo contribuir para a aproximacao das
moléculas, reconhecimento entre parceiros e estabilidade dos complexos formados [189, 260-
262] e influenciar a estabilidade e reactividade do mesmo, bem como a velocidade de
dissociacdo dos produtos [51, 97 e 206]. Verifica-se contudo que o complexo PCc-Citocromo
Css2 € governado principalmente por forcas hidrofobicas, uma vez que mantém actividade a
elevada forga ionica, isto é, a pH 7,5 este complexo retém 60 % da actividade. No estudo
electroquimico da catélise da PCc mediada pelo citocromo cssz, @ pH 7,5, a diminuicdo desta
ocorre para uma concentracdo de NaCl superior a 200 mM, sendo da ordem dos 84%, o que
poderd estar relacionado com artificios introduzidos pela membrana ou pela presenca de PCc
numa forma néo nativa.

A diferenga de valores encontrados entre 0s ensaios electroquimicos e
espectrofotométricos, pode ser justificada pelas diferentes condigdes iniciais utilizadas (nos
ensaios electroquimicos a solugdo de trabalho usada na membrana tinha pH 7,5 e a enzima

apresentava-se oxidada em presenca de iGes calcio (enzima inactiva), j& nos ensaios
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espectrofotométricos a enzima estava em valéncia mista e activada) e pela existéncia de PCc na
forma ndo nativa, verificada no capitulo 3| 3.7, uma vez nestas condi¢cdes ndo se forma um
complexo competente com o citocromo Css;, 0 que faz diminuir as correntes cataliticas. De
realcar no entanto que a presenca desta forma ndo nativa ndo interfere com os sinais
electroquimicos, uma vez que se verificou que factores como a adsorcao e a presenca de formas
desnaturadas ndo interferem com o sinal electroquimico nos eléctrodos de membrana [164, 171
e 211]

Constatou-se ainda que, o peroxido de hidrogénio mostrou inactivar a PCc ao longo do
tempo sendo uma limitacdo a metodologia utilizada. Este resultado podera estar relacionado
com a formacéo de uma espécie ndo activa da enzima [158]. No entanto este facto ndo afecta os
resultados, quando se utilizam ensaios em que o intervalo de tempo entre a adi¢do de perdxido e
a recolha de dados ocorre até 5 minutos, mesmo quando se usa o peréxido em concentracdes
saturantes, uma vez que nestas condi¢fes aparentemente ndao diminuiu a actividade catalitica da
enzima (curva de Michaelis-Menten).

A utilizacdo de eléctrodos de membrana permitiu o0 uso de quantidade de PCc e de
citocromo css; na ordem dos micrdlitos permitindo estudar varias condi¢bes. No entanto um
melhoramento ao método seria a activagdo prévia da enzima antes do ensaio voltamétrico, como
se procedeu nos ensaios espectrofotométricos, o que iria garantir que a enzima se encontrava
sempre em valéncia mista (condigdo necessario para que a enzima active) quando interage com
0 Citocromo Cssp.

A baixa forga idnica o citocromo ¢ de cavalo, doador de electrdes da PCc ndo
fisioldgico, apresenta-se cineticamente competente. O complexo entre ambos é consistente com
um complexo governado por forgas electrostaticas em que existe um local de ligacéo de elevada

afinidade. O aumento da forca ionica provoca a dissocia¢do deste complexo.
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5.1 Interaccdo peroxidase do citocromo c: citocromo Css;

A formacdo de complexos entre proteinas pode ser estudada utilizando espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de protdo [194- 198]. O espectro de *H-RMN de uma proteina
é alterado sempre que ocorrem processos de permuta quimica, ou seja, quando o ambiente em
torno dos nucleos se altera. Seguindo as ressonancias de protdes associadas a uma das proteinas
do complexo é possivel saber se a velocidade de permuta do protdo entre a proteina livre e
ligada € lenta (observam-se separadamente as ressonancias da proteina livre e do complexo),
intermédia (ha um alargamento e diminuicdo do sinal do proteina livre e o surgimento do sinal
do complexo, que estreita e aumenta a medida que a sua quantidade aumenta) ou rapida
(observa-se a posicdo média das ressonancias correspondentes as formas livres e ligadas da
proteina), sendo ainda possivel estimar a constante de ligagdo do complexo quando a permuta é
rapida ou lenta [194- 196].

A titulagdo do citocromo css; com PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus por
espectroscopia de *H-RMN, baseia-se na analise da perturbacdo do desvio quimico de protdes
do citocromo css2, que se pode encontrar ligado a PCc ou livre [52, 166, 184, 195- 197]. Esta
metodologia permite determinar a estequiometria do complexo e obter uma estimativa da ordem
de grandeza da constante de ligagdo para o complexo transiente formado entre a peroxidase do
citocromo ¢ e o citocromo Css;. Com 0 objectivo de analisar a formagdo do complexo entre a
PCc e o0 citocomo cssz, efectuou-se o estudo na presenca de excesso de cloreto de célcio, com
ambas as proteinas no estado oxidado. A escolha deste estado de oxidac&o teve como objectivo
evitar a transferéncia de electrfes entre ambas, o que levaria a uma alteracdo do estado de
oxidacdo css, de férrico para ferroso, passando o ferro a ser um centro diamagnético, o que ndo
permitiria seguir esta titulacdo com esta técnica. O espectro de *H-RMN do citocromo Css;
oxidado apresenta-se na Figura 5.1.
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Figura 5.1 Espectro 'H-RMN da forma oxidada de 234 pM de citocromo css; de Ma.
hydrocarbonoclasticus (Tris-HCI 1 mM (pH 7,5), CaCl, 2 mM, 303 K). O espectro foi adquirido num
espectrometro de RMN AVANCE Ill (600Hz) equipado com uma crio-sonda TCI. As ressonancias
identificadas como M1, M2, M3 e M4, sdo respectivamente a 34,95 ppm, 27,85 ppm, 14,67 ppm e a
13,83 ppm. A ressonancia identificada como Ce-CHs esté localizada a -15,1 ppm e é atribuida ao grupo e-
CHg3 da metionina axial [165].
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Tal com foi referido no Capitulo 1] 1.3.1, o espectro de *H-RMN, da forma oxidada do
citocromo css; € tipico de um citocromo ¢ de spin-baixo, com coordenagdo metionina-histidina
[165]. As quatro ressonéncias dos grupos metilo que estdo deslocadas para campo baixo (entre
13 e 30 ppm) devido ao efeito paramagnético do Fe (111) hémico, foram utilizadas para seguir a
titulacdo da PCc (Figura 5.1). Na Figura 5.2 apresenta-se 0s espectros obtidos durante esta
titulacéo.

M1 M2 M3 M4
F=1.0

F=009

E=023

F=086

E=04

E:

0.2

6 34 32 30 28 26 24 22 20 183 16 14 12 10(ppm}

Desvio quimico (ppm)

Figura 5.2 Titulacdo do citocromo css; com peroxidase do citocromo c¢. CondicBes experimentais:
espectros foram adquiridos num espectrdmetro de RMN AVANCE I1l (600Hz) equipado com uma crio-
sonda TCI. A titulacdo efectuou-se em tampéo Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), CaCl, 2 mM, a 303 K.
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A adicdo de peroxidase a solucdo com citocromo Css; provoca pequenos desvios das
ressonancias de M3 e M4 para campo mais baixo e um ligeiro alargamento das mesmas, o que
indica que ha formagdo de um complexo e que este estd em permuta répida entre a forma livre e
a forma ligada a peroxidase do citocromo c, no tempo de escala do RMN (Figura 5.2) [52, 166,
195- 197].

Na Tabela 5.1 estdo indicadas as variagdes no desvio quimico das ressonancias dos

metilos hémicos do citocromo css; induzidas pela adi¢do de PCc.

Tabela 5.1 Variagdes no desvio quimico dos metilos hémicos do citocromo css; de
Ma. hydrocarbonoclasticus, induzidas pela formagdo do complexo.
Desvio quimico (ppm) - citocromo cssz

Metilos hémicos* livre ligado A(ppm)
Hemo- CHs (M1) 34,93 ppm 34,92 -0,01
Hemo- CHs (M2) 27,85 ppm 27,83 -0,02
Hemo- CHs (M3) 14,67 ppm 14,70 +0,03
Hemo- CHs (M4) 13,83 ppm 13,90 +0,07

*nomenclatura utilizada para o anel de protoporfirina é da IUPAC-1UB (Capitulo 3| 3.4.3)

As pequenas variagdes nos desvios quimicos podem ser atribuidas a uma perturbagéo
nas vizinhancas do hemo do citocromo css; apds ligagdo com a PCc, isto é, a formacdo do
complexo transiente. Este resultado é consistente com a observagdo de um ligeiro alargamento
de linhas das ressonancias dos metilos M4 e M3, consequéncia da interac¢do proteina-proteina.
No entanto verifica-se que todos os metilos sofrem variagbes nos desvios quimicos. A
ressonancia denominada M4 podera corresponder ao metilo 1-CHs do hemo por ser o que se
encontra mais exposto ao solvente, e por isso aquele que ira interagir com a superficie da
peroxidase do citocromo ¢ [67, 197 e 205].

Verifica-se que, quanto mais dindmico é o complexo, menores sdo as alteracdes nos
desvios quimicos. O facto dos desvios quimicos experimentais serem reduzidos indica entdo
que, estamos em presenca de um complexo dinamico e especifico [183, 209].

As alteracbes nas posicGes das ressonédncias podem ser usadas para determinar a
estequiometria do complexo e estimar a constante de dissociacdo, kp [201]. Assim sendo a
determinacdo da estrutura quaternaria e da constante de formagdo do complexo citocromo Css,-
peroxidase foi efectuada a partir da variacdo da posicdo de ressonéncia do sinal dos protdes do
metilo M4. Na Figura 5.3 esta representada a variagdo do desvio quimico desse metilo em

funcéo da razo PCc/citocromo Css;.
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Figura 5.3 Variagcdo do desvio quimico dos grupos metilo M4 (1-CHs) do citocromo css;, em fungdo da
razdo entre peroxidase do citocromo ¢ e o citocromo css;. A curva foi simulada tendo em conta a
formacdo de um complexo 1:2 sendo estimada uma constante de dissociacdo de Kp = 47 uM.

Esta curva apresenta um ponto de saturacdo a uma razdo molar PCc/citocromo css, de
cerca de 1:1, indicando que nas condi¢des usadas (baixa forga idnica, pH=7,5, citocromo Css,
oxidado) a estequiometria do complexo é de 1 monémero de PCc: 1 dimero de citocromo Cssz
(um dimero de PCc iré ligar-se a dois dimeros de citocromo Cssy).

A constante de dissociagdo do complexo foi estimada a partir de simulagfes da curva
experimental como foi descrito no Capitulo 2| 2.7.3, sendo 47 uM para o complexo PCc-
2Citocromo Css2. Esta constante de dissociagdo é maior do que a encontrada para 0 complexo
citocromo Cs5:NoOR de Ma. hydrocarbonoclasticus (5 uM) [166], para o complexo
itocromo css0:PCc de Pa. pantotrophus (5 uM) [205], citocromo c de cavalo:PCc de Pa.
pantotrophus (5 uM) [197] e para o complexo citocromo ¢ de cavalo: PCc (de levedura) [97,
194]. No entanto ¢ de salientar que esta constante de ligacdo foi estimada para 0 complexo com
0 citocromo css, oxidado e que in vivo o citocromo sé actua como dador de electrdes quando se
encontra reduzido, podendo a afinidade para com a peroxidase ser diferente nesse estado de
oxidacéo.

Os complexos proteina-proteina podem ser agrupados em complexos transientes e
complexos estaticos (complexos que requerem ligagdes de alta-especificidade, apresentam
constantes de dissociacdo baixas, como por exemplo 0s complexos antigene-anticorpos ou as
enzimas e os inibidores) [261- 263]. Tendo em atencdo os resultados experimentais obtidos
neste trabalho, isto é o ko na ordem micromolar, podemos afirmar que estamos perante um
complexo transiente, o que ird implicar elevadas velocidades de catélise, o que se confirmou no

Capitulo 4.
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5.2 Modelo estrutural do complexo PCc: Cit Css2

O conhecimento da estrutura de um complexo proteina-proteina € essencial para
entender o processo de transferéncia electronica durante a interaccdo entre duas proteinas
parceiras bioldgicas. Dados estruturais de complexos e das proteinas que 0s constituem tém
sido obtidos através de técnicas como a difraccdo por raio-X, RMN, RPE e simulacBes de
atracamento molecular utilizando diferentes algoritmos, como foi referido no Capitulo 1|.

Neste trabalho o modelo estrutural do complexo PCc:2¢css; de  Ma.
hydrocarbonoclasticus foi obtido usando o algoritmo BiGGER no modo de atracamento suave
[200, 201]. Para realizar este estudo foram usadas as estruturas da peroxidase do citocromo ¢
(proteina alvo), dos citocromos css; de Ma. hydrocarbonoclasticus e do citocromo ¢ de cavalo

(proteina sonda), depositadas no RCSB Protein Data Bank.

5.2.1 As estruturas da PCc (proteina alvo) e dos citocromos ¢ (sondas)

As estruturas tridimensional da PCc obtidas a pH 4,0 (forma inactiva) e a pH 5,3
(forma activa) ja descritas no Capitulo 1| 1.3, apresentam um enrolamento semelhante com 12
hélices o e 5 cadeia B (Figura 5.4). A PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus na forma inactiva
apresenta uma superficie com uma maior quantidade de residuos carregados (Figura 5.4-A). Na
forma activa (Figura 5.4-B) observa-se junto dos hemos E uma area sem residuos carregados e

entre os dominios hémicos o ido célcio.
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Figura 5.4 (A) Estrutura (imagem da esquerda) e superficie de potencial electrostatico (imagem da direita) da peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus na forma
inactiva (codigo do PDB 11RZ6). (B) Estrutura (imagem da esquerda) e distribui¢do de residuos carregados na superficie (imagem da direita) da peroxidase do citocromo ¢ de Ma.
hydrocarbonoclasticus na forma activa (codigo do PDB 1IRZ5). As cadeias de aminoécidos estdo coloridas de acordo com a estrutura secundéria, os hemos estdo coloridos a
preto e o ido calcio a verde. Na representacdo da superficie a coloracdo azul representa as partes basicas carregadas positivamente na superficie da proteina e a vermelha
representa os residuos acidicos negativamente carregados da superficie da proteina. As imagens da PCc (1) rodadas 90° (1) sobre o eixo dos xx. A vizinhanca do hemo E da PCc
exposto ao solvente (provavel local de interaccdo com o citocromo c) esta circundada a preto na representacdo da superficie da enzima ou assinalado com uma seta na estrutura da
proteina. Figuras preparadas com o software Accelerys Viewerlite.
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Pela distribuicdo de residuos carregados na superficie da PCc, verifica-se que nas
vizinhangas do hemo E a superficie é predominantemente hidrofdbica (Figura 5.5-A Il e 5.5-B
I1- circundada a preto) embora surjam alguns residuos carregados negativamente (na Figura 5.5-
A1l e 5.5-B Il estdo assinalados a vermelho).

A estrutura do citocromo css; de Ma. hydrocarbonoclasticus e do citocromo ¢ de cavalo

apresentam-se na Figura 5.5.

Figura 5.5 Estrutura e superficie de potencial electrostatico (A) do citocromo cCss; de Ma.
hydrocarbonoclasticus e (B) do citocromo ¢ de cavalo. Na férmula estrutural a cor cinzenta apresenta-se
a estrutura secundéria dos citocromos e 0s hemos estdo coloridos a preto. Na representacdo de potencial
electrostatico os residuos carregados positivamente na superficie da proteina tem a coloragdo azul e os
residuos acidicos negativamente carregados da superficie da proteina a cor vermelha. As imagens de cima
e de baixo encontram-se na mesma disposicao, a representacdo | esta rodada 90° (representacdo 1) sobre
0 eixo dos YY. Circundada a preto estd a vizinhanca do metilo exposto ao solvente. Figuras preparadas
com o software Accelerys Viewerlite

Os citocromos ¢ apresentam uma forma diferente, sendo a forma do monémero do
citocromo c de cavalo esférica e a do dimero do citocromo css; oval. No citocromo Css; a 0S
residuos carregados concentram-se em areas afastadas do metilo ligado ao hemo e mais exposto
ao solvente, M4, sendo a superficie maioritariamente apolar na vizinhanga desse metilo (Figura
5.5-A). No citocromo ¢ de cavalo ha uma distribuicdo mais uniforme de residuos carregados na
superficie do citocromo; nas proximidades do metilo mais exposto ao solvente existem alguns

residuos carregados (Figura 5.5-B).
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5.2.2 Simulagdes de atracamento molecular

As simulacgbes de atracamento molecular com o algoritmo BiGGER [200, 201] tém sido
utilizadas para obter modelos estruturais de complexos entre peroxidases do citocromo ¢ e 0s
seus parceiros fisioldgicos [52, 166, 197, 205, 206 e 209]. Este algoritmo efectua uma procura
sistematica de posicGes de atracamento da proteina sonda, no espaco rotacional da proteina alvo,
obtendo-se deste modo um grande nimero de solucdes para o complexo. Este algoritmo
quando ¢ executado no modo de ‘“‘atracamento-suave”, como neste trabalho, permite ter em
conta alguma liberdade conformacional das cadeias laterais dos residuos a superficie da
proteina, isto é, considera alguma mobilidade das cadeias laterais e flexibilidade na superficie
estrutural [52, 197, 206 e 209].

Numa primeira fase do atracamento molecular, o BiGGER “pesquisa” no espago
(tridimensional) posigdes provaveis (solucBes) para a interacgdo/contacto entre as proteinas.
Geram-se 5000 possiveis geometrias para esse complexo, que sdo depois avaliadas de acordo
com a superficie de contacto. No presente estudo foram seleccionadas solugdes com uma
superficie de contacto superior a um limite minimo de 500. As solucGes seleccionadas foram
ordenadas por classificacdo global pelo programa chemera, tendo em conta varios parametros,
como a hidrofobicidade, ajuste geométrico, interaccdo entre cadeias laterais e interaccdes
electrostaticas.

Numa segunda fase de avaliagdo (realizada pelo operador), determinou-se a distancia
entre o ido ferro do hemo E, para qualquer um dos ferros dos hemos do dimero do
citocromo Cssz, utilizando o programa Chemera. Somente as solugdes que se encontram entre as
500 melhores por classificagdo global, electrostatica ou hidrofobicidade e que apresentam uma

distancia inferior a 20 A entre os ferros hémicos do hemo E da PCc e dos citocromos ¢ foram

posteriormente analisadas [183, 191 e 192]. O limite de 20 A foi escolhido porque esta ser a
distdncia méaxima para a transferéncia de electres entre centros redox de proteinas [183, 184,
191 e 192]. A transferéncia de electrdes, quando acontece entre centros redox de proteinas a
distancias acima de 14 A, ocorre através do mecanismo de “electron tunneling” [191 e 192].

No Capitulo 3| 3.3 verificou-se que a PCc se encontra em solucao na forma dimérica tal
como o citocromo Cssp, tendo-se efectuado simulagdes de atracamento molecular com o
monomero e com o dimero da PCc.

Para a analise e interpretacdo dos resultados obtidos do atracamento molecular é
necessario ainda ter em conta que, para que ocorra transferéncia de electrGes entre parceiros é
necessario que haja acoplamento electronico, o que diminui com a distancia entre o centro

doador (ferro do citocromo c) e o centro receptor (hemo E da PCc), que esta é influenciada pela
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orientacdo dos parceiros e pelo ambiente em que decorre nomeadamente pelo tamanho e
orientagdo da interface entre as duas proteinas [182- 184, 250- 252, 258 e 260].

i) Complexo citocromo css2 € PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus

Ap0s a execucdo do primeiro e segundo passo como descrito anteriormente, verificou-se
neste Ultimo passo que as solugbes putativas de atracamento, seriadas por classificacdo global,
para o complexo entre o dimero cit css2: dimero da PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus, com 500
contactos eram em nimero muito reduzido, pelo gque se efectuou novo atracamento molecular
com os dimeros e monomeros da PCc (para minimizar solugdes invalidas) considerando como
valor minimo de contacto 300 residuos.

Pela andlise das quinhentas melhores solugBes da simulacdo de atracamento, e
comparando o numero de solugdes utilizando para o contacto minimo 300 ou 500, verifica-se

que a simulacdo de atracamento com o valor de 300, para contacto minimo, apresenta mais

solucdes com distancia menor que 20 A e com melhor ranking global (Figura 5.6).
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Figura 5.6 A Distancia entre 0s hemos do citocromo css; € 0 hemo de transferéncia de electrdes da
peroxidase do citocromo c para as 50 melhores solugGes da simulagdo de atracamento entre o dimero do
citocromo css2 € 0 dimero da peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus na forma oxidada
com (A) 300 contactos e com (B)500 contactos. As solugdes dentro das caixas, sdo as que apresentam
simultaneamente uma posi¢do de classificacdo global e uma distancia reduzida entre os ferros hémicos
(citocromo css2 — hemo E).

Pela observacdo dos graficos da figura anterior (Figura 5.6) é possivel constatar que a
quantidade de solugdes putativas encontradas no atracamento PCc-cit Cssz, com distancia entre o
hemo E e o hemo do citocromo inferior a 20 A é reduzida. Verifica-se também que na
simulacdo de atracamento molecular com o dimero de PCc na forma de oxidada se encontram

pelo menos duas solugbes putativas nas primeiras dez, das melhores 500 solugGes por
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classificagéo global, com distancia entre o hemo E da PCc e 0 hemo do citocromo css. inferior a
20 A, quando se consideram 300 contactos.

Nesta anélise de simulacdo de atracamento molecular as solugdes putativas foram
também filtradas tendo em conta a hidrofobicidade. De facto as caracteristicas das superficie de
potencial eléctrico das duas proteinas apontam para gue a interac¢do entre a PCc e o citocromo
Css2 tenha caracter hidrofobico.

Para completar a analise de atracamento molecular e comparar com a interaccao entre a
PCc e o citocromo ¢ de cavalo, as solugbes putativas com distancias entre os hemos (hemo E da
PCc e hemo do citocromo c) inferiores a 20 A foram filtradas também tendo em conta o carécter
electrostatico. Na Tabela 5.2, encontra-se o resumo da analise de atracamento molecular tendo
em conta os filtros utilizados e o nimero de solugdes validas das melhores 500 das 5000 geradas

pelo BiGGER em diferentes condicoes.

Tabela 5.2 Analise de atracamento molecular entre a PCc nas diferentes formas e os doadores de
electrBes, efectuado usando as 500 melhores das 5000 solugdes do algoritmo BiGGER.

Peroxidase do citocromo ¢ Melhores soluc¢des das 500 melhores
de Marinobacter Doador de electrdes (d<20 A)
hydrocarbonoclasticus (prova) Classificagdo Hidrofobicidade Electrostética
(Alvo) global

Conformagdo
activa

Dimérica  (500-contacto) 0 0 0
(300-contacto) 2 0 0
inactiva Citocromo Css,
(500-contacto) 2 0 0
(300-contacto) 2 4 4
Activa

Monomérica (500-contacto) 1 0 0

(300-contacto) 4 5 5
Inactiva
(500-contacto) 1 0 0
(300-contacto) 4 5 5

A andlise destas solugdes evidéncia que o programa ndo encontra nenhum local
preferencial de interaccdo havendo poucas orientacfes em que serd plausivel a transferéncia
electrénica. Pelos dados da Tabela 5.2 verifica-se que, considerando somente 300 contactos,
entre as quinhentas melhores solugbes putativas de atracamento, tendo em atencdo que a
distancia entre os centros férricos (hemo E do dimero de PCc conformacdo activa e do hemo do
citocromo) ndo deve ser superior a 20 A [191], ndo h& nenhuma que apresente uma boa
classificacdo global e que favoreca interacgdes hidrofébicas. No entanto considerando a forma
dimérica da PCc inactiva é possivel encontrar algumas solucdes de atracamento molecular com
caracteristicas hidrofébicas.

Na Figura 5.7 estdo representados 0s centros geométricos do dimero da PCc das 500

melhores posi¢bes de atracamento molecular, para a classificacdo global, caracter hidrofobico e
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carécter electrostatico do complexo entre o dimero de PCc inactiva e activa e o dimero do
Citocromo Cssy.
A B

Figura 5.7 Complexo de transferéncia electronica entre o dimero da PCc em valéncia mista (A, C e E)
(ID-2827), ou oxidada (B, D e F) (ID- 3498 e ID- 1080) e dimero do citocromo Css;. Representacdo das
quinhentas melhores solugdes para o atracamento molecular, encontradas com 300 contactos, pelo critério
de classificacdo global (A, B), de hidrofobicidade (C, D) e interaccOes electrostaticas (E, F). As figuras
foram preparadas usando o programa Chemera. As hipotéticas posi¢des do centro molecular do dimero do
citocromo ¢ ss, estdo representadas como esferas, a volta de estrutura da PCc. As esferas a vermelho sdo
as que apresentam melhor indexagdo na caracteristica referida, sendo as verdes as que apresentam pior
indexacdo. As posi¢cdes que poderdo proporcionar a transferéncia de electrdes estdo circundadas a
vermelho. Os ides calcio estdo coloridos a cor azul claro e os hemos da PCc a preto.
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Na Figura 5.7 estdo assinaladas as possiveis posi¢fes do citocromo css; quando forma
complexos com a PCc, tendo em conta que por cada dimero de PCc havera dois dimeros de
citocromo css a interagir com a esta.

Na Tabela 5.3, encontram-se os parametros das melhores solu¢fes dos modelos de
complexos gerados durante o atracamento, para o complexo citocromo css;: PCc de Ma.

hydrocarbonoclasticus, estando as melhores solu¢Ges em cada uma das situacfes a negrito.

Tabela 5.3 Pardmetros das melhores solucBes de modelos de complexos obtidos pelo atracamento do doador de electrbes
(citocromo c) na Peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus usando o programa Chemera e 0 atracamento com o
algoritmo BiGGER.

ID Distancia* Classificacéo Hidrofobicidade Interaccao
Complexo (A) (ordenacéo) Global (ordenagdo) electrostatica
(ordenacdo) (ordenacéo)
1748 19,1 (12) 35(12) -4.5 (21) -10,1 (12)
3841 19,7 (22) 3,1 (46) -4,7 (10) -0,2 (33)
Monoémero PCc inactiva- cit Css2 3017 19,9 (27) 3,1(38) -4.4 (13) +14,3 (41)
(300 contactos) 2341 19,6 (18) 2,8 (74) 6,1 (7) 125 (9)
116 18,5 (6) 2,7(97) -6,0 (9) -2,7 (17)
3131 17,2 (1) 2,6 (132) -4,9 (31) +0,4 (22)
1748 19,2 (14) 3,5(12) -4.5 (36) -10,1 (20)
Mondémero PCc activa — cit Css2 3841 19,7 (20) 3,1 (46) -4,7 (19) -0,2 (21)
(300 contactos) 3017 19,9 (24) 3,1 (38) 4,4 (22) +14,3 (25)
116 18,5 (8) 2,7 (97) -6,0 (17) 2,7 (29)
Monoémero PCc inactiva- cit Css2 3469 18,8 (31) 4,1(9) -5,9 (3326) -22,2 (2988)
(500 contactos)
Mondémero PCc activa— cit Css2 3469 18,7 (28) 0,5 (10) -5,9 (3326) -22,2 (497)
(500 contactos) 1678 19,5 (42) 0,3 (191) -5,6 (3692) -37,9 (1205)
3499 18,6 (3) 2,7 (33) -6,6 (5) -26,8 (7)
Dimero PCc inactiva — cit css2 3992 19,1 (6) 2,7 (46) -6,3 (7) -36,5 (6)
(300 contactos) 1080 18,8 (4) 2,5 (125) -8,3 (1) -53,9 (1)
4335 19,5 (8) 2,4 (200) -5,5(9) -25,8 (8)

Dimero PCc activa — cit css2
(500 contactos)

N&o ha solugBes que cumpram o critério de distancia menor do que 20 A entre hemo E da
PCc e 0 hemo do cit Css2

4980 17,6 (1) 2,2 (397) -6,8(1560) -25,2 (3276)

Dimero PCc inactiva — cit Css2 1016 18,3(2) 2,4 (127) -7,3 (1094) -24,1 (3386)
(500 contactos) 3498 18,6(3) 2,7 (33) -6,6(1789) -26,8 (3145)

1080 18,6(4) 2,1 (460) -8,3 (386) -53,9 (743)

1419 19,0(5) 2,2 (343) -7,2 (1179) -52,0 (867)
3991 19,1(6) 2,7 (48) -6,3 (1343) -36,5 (2268)
Dimero PCc activa — cit css2 2827 19,2 (1) 1,9 (2761) -6,6 (1426) -50,9 (1337)
(300 contactos) 3586 20,5 (2) 1,9 (4708) -5,0 (3371) -44.9 (1858)

*Distancia entre 0 hemo E da PCc e 0 hemo do citocromo css,

Das solucBes obtidas pela simulacdo de atracamento molecular (Tabela 5.3) foram

seleccionadas duas (Figura 5.8) tendo em conta a distancia requerida para que ocorra

transferéncia electrénica e o caracter hidrofébico do complexo. Nestas duas estruturas o metilo

M4 do citocromo css; esta proximo do hemo E da PCc o que é compativel com os dados obtidos

por espectroscopia de *H-RMN.
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Figura 5.8 As estruturas das duas melhores solugdes de atracamento molecular entre o dimero de PCc (A)
na forma inactiva (ID 3498) e (B) na forma activa (ID-2827) e o dimero do citocromo css;. A distancia
entre o ferro hémico do hemo E (HE) da PCc em valéncia mista e o centro com ferro hémico do
citocromo Css, na estrutura 1D-2827 é 19 A, sendo a distancia entre o hemo E da PCc na forma oxidada e
o centro com ferro hémico do citocromo css, na estrutura 1D-3498 de 19 A. A estrutura da PCc apresenta-
se com cor preta tal como 0s hemos, o citocromo apresenta-se com a cor vermelha tal como o hemo e o
ido célcio apresenta-se a azul. As figuras foram preparadas utilizando o programa Chemera.

Tendo em conta estes resultados podemos concluir que estamos perante transferéncias

de electrdes entre 0 hemo E do dimero de PCc e o hemo do citocromo css; a longas distancias
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(> 10 A). As transferéncias de electrdes entre proteinas sdo controladas pela dindmica
molecular, pelo solvente, pelos aminoécidos que estdo entre os centros redox e pela orientacao
relativa e afastamento entre 0s grupos prostéticos [256- 258, 260- 264]. Verifica-se nesta
simulacdo computacional que a distancia entre os hemos (hemo E do dimero de PCc e 0 hemo
do citocromo css;) € o caracter hidrofébico serdo os factores que mais influenciaram a
transferéncia de electrdes no complexo formado pela PCc e pelo citocromo cssz. Propde-se que a
transferéncia de electrfes entre estes centros redox, nestas condigdes ocorra por “electron
tunneling” tal como se reportou para outros centros redox [191].

O facto de terem sido encontradas poucas solu¢bes putativas pelo programa de
simulagdo de atracamento molecular BiGGER levanta a questéo da sua validade. Este resultado
pode dever-se ao facto do programa ter sido optimizado com um ndmero muito pequeno de
complexos transientes (o programa baseia-se numa rede neuronal) [200, 201]. Ou também
poderd ser explicado pelo facto das estruturas de PCc utilizadas ndo serem as formas
fisioldgicas da proteina a pH 7,5. De relembrar que a estrutura em valéncia mista da PCc de Pa.
pantotrophus que é a peroxidase com maior homologia estrutural com a PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus é ligeiramente diferente desta, o que refor¢a a ideia de que a estutura

11RZ5 ndo é forma activa da enzima [53].

i) Complexo citocromo c de cavalo e PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus

As solugdes de atracamento molecular entre a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus e o
citocromo c¢ de cavalo foram também analisadas tendo em conta a classificacdo global, a
interaccdo electrostatica e a hidrofobicidade. Em investigages anteriores, Alves e
colaboradores [70] ja tinham reportado que entre o citocromo css; € a PCc a interacgdo era
predominantemente electrostatica o que levou a seriacdo de solugdes caracter electrostatico
(Tabela 5.4). No entanto e dado que ndo se encontravam solucdes pelo critério anterior (caracter
electrostatico), procedeu-se a analise de solucdes pelo caracter hidrofobico.

Seguidamente apresenta-se os resultados da analise de atracamento molecular entre a

PCc e o citocromo c, Tabela 5.4.

Tabela 5.4 Andlise de atracamento molecular entre a PCc nas diferentes formas e o citocromo c¢ de cavalo
efectuado usando as 50 melhores das 5000 solucées do algoritmo BiGGER.

Peroxidase do citocromo c de Melhores solucBes das 500 melhores
Ma. hydrocarbonoclasticus Doador de electrdes (d<20A)
(Alvo) (prova) Classificacdo global Hidrofobicidade Electrostatica
Inactiva (300) 1 2 0
Dimérica  Activa (300) Citocromo ¢ 1 0 0
Inactiva (300) de coragdo de cavalo 5 5 0
monomérica  Activa (300) 8 5 0

153



Capitulo 5| Caracterizacdo do Complexo de Transferéncia Electronica entre a Peroxidase do Citocromo ¢ e o
Citocromo css2 de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

A andlise de resultados mostrou que poucas séo as solucbes de atracamento molecular
em que a distancia entre os hemos é inferiores a 20 A (Tabela 5.5). Na sua maioria estas

solugbes localizam-se entre 0os mondémeros da PCc, local que ndo é apropriado para a
transferéncia electronica (Figura 5.9).

o @@er

Figura 5.9 Complexo de transferéncia electrénica entre o dimero da PCc na forma inactiva e o citocromo
¢ de cavalo, tendo em conta a classificacdo global (A), a hidrofobocidade (C) e as interacges
electrostaticas (E) respectivamente e o dimero da PCc na forma activa e o citocromo ¢ de cavalo, tendo
em conta a classificacdo global, a hidrofobicidade e as interaccbes electrostaticas (B), (D) e (F),
respectivamente. Representacdo das quinhentas melhores solugdes para o atracamento molecular
encontradas com 300 contactos. Figuras preparadas usando o programa Chemera. As hipotéticas posi¢des
do centro molecular do citocromo ¢ de cavalo estdo representadas como esferas. As esferas a vermelho
sdo as que apresentam melhor indexacdo na caracteristica referida, sendo as verdes as que apresentam
pior indexacéo.
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Tabela 5.5 Pardmetros das melhores solu¢fes de modelos de complexos obtidos pelo atracamento da
Peroxidase do citocromo ¢ de Ma. hydrocarbonoclasticus com o citocromo ¢ de cavalo usando o
programa Chemera e o atracamento molecular com o algoritmo BiGGER.

ID Distancia Classificagdo ~ Hidrofobicidade Interaccéo
Complexo A) Global (ordenacéo) electrostatica
(ordenagdo) (ordenagio)
Dimero PCc inactiva — cit ¢ 1861 19,9 (3) 2,4 (1) -7,1(227) -85,1 (3822)
de cavalo (300 contactos) 4726 16,6 (1) 1,9 (1067) -5,6 (761) -90,7 (3563)
4841 16,7 (2) 1,9 (1068) -4,8 (1232) -86,7 (3758)
Dimero PCc activa—citcde 4318 19,1 (1) 19 (1042) -8,9 (18) -133,1 (1454)
cavalo (300 contactos) 3143 19,2 (2) 2,4 (5) -8,2 (32) -51,2 (4690)
1561 19,9 (3) 1,9 (1043) -7,3 (116) -107,7 (2813)

As solugdes obtidas em que a distancia ¢ inferior a 20 A poderdo ser as orientacdes que
as duas proteinas adoptam no complexo de baixa forca ionica (Unica condicdo em que se
observa a catélise, Capitulo 4]).

Na figura 5.10 encontram-se as duas posi¢Oes de atracamento molecular que melhor
representam 0s complexos que se poderdo formar entre a PCc de Ma. hydrocarbonoclasticus
dimérica e o citocromo ¢ de cavalo. Em ambas a distancia é propicia a transferéncia de
electrfes.

Figura 5.10 Representacdo melhor solugdo para o complexo de transferéncia electronica entre (A) o
dimero da PCc na forma inactiva e o citocromo ¢ de cavalo, tendo em conta a classificagdo global, a
hidrofobicidade e as interacgdes electrostaticas (ID-1861) e (B) entre o dimero da PCc na forma activa e o
citocromo c¢ de cavalo, tendo em conta a classificagdo global, a hidrofobicidade e as interaccfes
electrostaticas (ID- 4318). SolucBes de atracamento molecular das obtidas com 300 contactos. Figuras
preparadas usando o programa Chemera. O citocromo ¢ de cavalo esté representado a vermelho e a PCc a
preto. Os iBes célcio estdo coloridos a azul claro.
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5.3 Conclusao

A anélise do complexo transiente entre os citocromo ¢ e a PCc efectuou-se por duas
metodologias distintas, a titulacdo do citocromo css; pela PCc seguida por *H-NMR e a
simulacdo por atracamento molecular com o algoritmo BiGGER.

A formacdo do complexo transiente de baixa afinidade entre a PCc e 0 citocromo Cssy,
ndo causou grandes alteracdes no espectro de *H-RMN do citocromo css,. Com base nos
resultados obtidos nestes ensaios e na estrutura molecular do citocromo css; foi proposto que o
metilo M4 do citocromo css, seja 0 metilo 1-CH3 porgue se encontrar mais exposto ao solvente,
pelo que na formacdo do complexo com a PCc serd o mais afectado. A constante de dissociagdo
encontrada sugere que este complexo transiente é fraco, destaca-se porém que 0s resultados ndo
foram obtidos nas condigdes fisioldgicas, em que o complexo se forma entre 0 citocromo Css;
reduzido e a PCc oxidada, podendo esta constante ser ilusoria. De facto as elevadas velocidades
de catélise encontradas no Capitulo 4|, sugerem a formacdo de um complexo competente para a
transferéncia de electrbes entre as duas proteinas, sendo a constante de transferéncia
intermolecular encontrada semelhante as obtidas entre este citocromo e outras enzimas, que
apresentam constantes de dissociagdo menores [167, 166].

Pela andlise das solugBes obtidas no atracamento molecular entre PCc e Cit Css,
verifica-se que na interface entre ambas as proteinas ha complementaridade de forma, e a
distancia necesséria a transferéncia de electrdes havendo no entanto poucas posi¢des provaveis
entre os dois parceiros. As melhores posi¢des de atracamento localizam-se nas proximidades do
hemo E da PCc. A hidrofébicidade da superficie do citocromo css, nas vizinhangas do metilo
M4 e as caracteristicas maioritariamente apolares (ndo ha residuos carregados nas proximidades
do metilo exposto do hemo E) ou hidrofébicas da superficie PCc, sugerem que as suas
interacgdes serdo maioritariamente hidrofdbicas e ocorram na vizinhanga desse metilo.

Uma questéo permanece por responder: Qual a relevancia fisioldgica destes resultados?

Considerando que as estruturas do PDB serdo as fisiologicas, as vizinhancas do hemo E
ficam praticamente inalteradas durante a sua reducdo, como se explica entdo que os potenciais
formais encontrados por espectroscopia de UV-visivel, para este hemo, sejam ligeiramente
diferentes na presenca (forma activa) e na auséncia (forma inactiva) de ides célcio? Estes
resultados de atracamento molecular sugerem que a estrutura encontrada a pH 5,3 podera nao
ser a forma fisioldgica activa da PCc a pH 7,5, mas uma intermédia entre a forma fisioldgica
inactiva (pH 4,5) e a fisioldgica activa (pH 6 a 7,5). A estrutura activa devera ser semelhante a
encontrada para a PCc em valéncia mista de Pa. pantotrophus (2C1V) [53], de Rb. capsulatus
[65] e de Ps aeruginosa (2VHD) [43], cuja vizinhanga do hemo E apresenta ligeiras alteracfes

guando se compara a forma oxidada e a de valéncia mista [53].
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Por outro lado, como o dominio de transferéncia de electrdes praticamente néo se altera
(hemo E), nas duas estruturas utilizadas no atracamento molecular [53, 71], o local de ligacdo
encontrado por este método serd o esperado entre a forma inactiva da PCc e o citocromo Cssy,
num complexo fisioldgico ndo competente cineticamente.

Tal como era espectavel pela analise resultados obtidos no capitulo 4|, a interacgdo entre
0 citocromo ¢ de cavalo e a PCc ocorre em condi¢Bes muito restritas o que se verificou na

simulacdo de atracamento molecular.
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6.1 Conclusao final

Para se defender das espécies radicais de oxigénio (ERO) o0s organismos vivos tém trés
niveis de defesa, o primeiro consiste em evitar que estas se formem, o segundo €é a eliminacdo
destas quando j& se formaram por mecanismos enzimaticos ou ndo, e o terceiro € reparar 0s
danos causados pelas mesmas. A utilizagdo da peroxidase do citocromo ¢ pelos organismos
vivos enquadra-se no segundo nivel de defesa.

O principal objectivo deste trabalho foi caracterizar a PCc de Ma.
hydrocarbonoclasticus e o seu complexo de transferéncia electrénica com o seu parceiro
fisioldgico, o citocromo css;. Para essa finalidade foram utilizadas diferentes técnicas
(espectroscopia UV-visivel, espectroscopia *H-RMN, espectroscopia de RPE, voltametria
ciclica e voltametria de impulso diferencial) e metodologias.

A bactéria Ma. hydrocarbonoclasticus foi crescida em condi¢es de microaerofilia,
verificando-se que esta condigéo foi essencial para a sobreexpressdo da PCc, tendo-se proposto
com base em evidéncias experimentais obtidas neste trabalho e pela primeira vez que, o FNR
desempenhe o papel de activador transcripcional do gene ccp nesta bactéria. O perdxido de
hidrogénio, substrato da PCc e percursor de espécies reactivas de oxigénio, € normalmente
formado pela dismutacdo do superoxido (espécie gerada em condicBes de hipoxia), ou como
produto da actividade de oxidases terminais em condi¢Ges de microaerofilia. Sera a presenca do
per6xido de hidrogénio, resultado da actividade das oxidases terminais de Ma.
hydrocarbonoclasticus, que ativara o FNR.

A PCc Ma. hydrocarbonoclasticus foi purificada na forma dimérica (resultados de
cromatografia de exclusdo molecular e * H-RMN), mantendo-se esta estrutura quaternaria a
elevada forga ionica a pH 7,5.

As diferentes técnicas utilizadas, neste trabalho de investigagdo, permitiram estudar o
mecanismo de activagdo da PCc, verificando que este se inicia sempre com a reducéo do hemo
E. Os ides célcio mostraram-se essenciais somente para a activa¢do da enzima a pH 7,5. A pH
entre 5,5 e 7,0, a activacdo ocorre sem necessidade de excesso de ides célcio, no entanto
continua a ser necessario a redugdo do hemo E, para que ocorra alteracdo do estado de spin do
hemo P. O facto de a pH 7,5 0 mecanismo de activagdo ser dependente do ido célcio, possibilita
a distincdo entre dois processos: o primeiro é a redugdo do hemo E e o segundo s&o as alteracdes
estruturais consequentes, devido & presenca de ido calcio. Verifica-se que este ido é o
responsavel pelas alteracBes estruturais da PCc em valéncia mista detectadas a pH 7,5 por RPE
e H-RMN, no entanto os resultados obtidos neste trabalho de investigacdo ndo permitem
clarificar qual a fungdo deste ido na activagdo. Neste contexto, e tendo em conta as estruturas
das varias peroxidases do citocromo c bacterianas conhecidas, é possivel afirmar que o ido

célcio estabiliza a estrutura terciaria e a quaternaria destas proteinas, e permite que a
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conformacéo ativa fique estavel, favorecendo assim a realizagéo da catélise. De facto todas as
estruturas de PCc em valéncia mista conhecidas, apresentam um ido calcio entre os dominios do
hemo E e do hemo P, mesmo aquelas em que se verifica que a actividade catalitica é
independente da presenca de excesso de ido calcio [53, 80].

Verificou-se pelos estudos de espectroscopia de UV-visivel (pH 7,5, 295 K) e de
'H-RMN (pH 7,5, 303 K), que durante a activacdo, o hemo P fica em spin-alto (surge a banda a
630 nm nos espectros de UV-visivel e verifica-se um desvio das ressonancias dos protbes
metalicos ligados ao hemo para campo baixo), o que permite inferir que este se encontra
pentacoordenado. No entanto em estudos de RPE (pH 7,5, 8 K) e ap6s reducdo do hemo E,
verificou-se que o hemo P permaneceu em spin-baixo, 0 que sugere que a baixa temperatura
este se encontra coordenado com uma molécula de 4gua, que a baixa temperatura tem
caracteristicas de ligando forte.

O processo de activagao exibe caracteristicas de efeito redox-Bohr, ocorrendo altera¢es
conformacionais s apos a altera¢do do estado redox do hemo E. Estas modificagdes estruturais
estdo associadas a processos de protonagao, provavelmente dos grupos propionicos hémicos que
fazem par iénico com uma histidina o que origina novas redes de ligacdes por pontes de
hidrogénio e simultaneamente alteracdes conformacionais. Este mecanismo de activacdo
envolve, in vivo, o parceiro fisiologico, o citocromo cssz, que fornece os electrdes necessarios a
reducdo prévia do hemo E.

Os resultados obtidos neste trabalho de investigacdo permitiram identificar algumas
ideia-chave relativas a activacao da PCc:

= A enzima na forma nativa apresenta uma estrutura quaternaria dimérica a pH 7,5 (dados
de cromatografia de exclusdo molecular e *H-RMN);

= O hemo E necessita de ser reduzido para que ocorra activacdo da PCc;

= O estado de spin do hemo P pode ser alterado, apos redugdo do hemo E, sem necessitar
de excesso de ides célcio entre pH 5,5 e 7,0;

= O Unico pH onde os dois passos do mecanismo de activacdo (reducdo e alteracdo
estrutural provocado pelo ido célcio) sdo distinguiveis é 7,5;

= A pH 7,5 o potencial formal do hemo P é pouco afectado pela presenga de excesso de
ido célcio;

= A pH 7,5 o potencial formal do hemo E é ligeiramente afectado pela presenca de
excesso de ido calcio: O potencial formal é mais alto (+ 190 mV/+ 230 mV) em presenga de
ibes calcio, sugerindo que a sua reducdo ocorre mais facilmente quando este estd em
equilibrio de spin;

" A pH 7,5 a diferenga entre o potencial formal do hemo E na presenca e na

auséncia de excesso de ido célcio € de aproximadamente 100 mV, o sugere que a presenca

de ido calcio influenciara a conformacdo da PCc nas vizinhancas do hemo E tornando-o
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mais acessivel para trocar electrdes com um doador. Esta diferenca entre potenciais formais

revela que as modificacdes nas proximidades do hemo E sdo em maior nimero que as

descritas por Dias e colaboradores [71].

Na Tabela 6.1 resumem-se as principais caracteristicas espectroscopicas desta enzima.

Tabela 6.1 Caracteristicas espectroscopicas da PCc de Marinobacter hydrocarbonoclasticus, pH 7,5.

Estado redox da PCc

Hemo E
(hemo transferidor de electrdes)

Hemo P
(Hemo peroxidactico ou catalitico)

Técnicas
Oxidada (nativa) Hemo oxidado Hemo oxidado
Coordenacédo His-Fe(ll1)-Met(hexa) Coordenacdo His-Fe(l11)-His
UV-visivel Banda a 630 nm (spin-alto 2 spin-baixo) (spin-baixo)
'H- RMN 63,6- 55,3 ppm(spinalto 2 spin-baixo) 33,8-22,5 ppm (spin-baixo)
RPE g2 = 3,39 (spin-baixo) gmax = 2,96 (spin-baixo)
Oxidada com Ca?* Hemo oxidado Hemo oxidado
Coordenacdo His-Fe(ll1)-Met(hexa) Coordenacdo His-Fe(l11)-His
UV-visivel Banda a 630 nm (spin-alto 2 spin-baixo) Banda a 630 nm (spin-baixo)
H- RMN 34,2-22,1 ppm (spin-baixo)

63,7- 56,0 ppm (spin-alto 2 spin-baixo)
~ 85 ppm (Met)

Valéncia mista sem Ca?*

UV-visivel

RPE

Hemo reduzido
Coordenacédo His-Fe(ll)-Met(hexa)

Auséncia de banda a 630 nm (spin-baixo)
Banda o (523 nm) e banda 8 (556 nm)
Apresentam a mesma intensidade

Forma ferrosa-diamagnética

Hemo oxidado
Coordenacdo His-Fe(l11)-His

Auséncia de banda a 630 nm (spin-
baixo)

Omax = 2,96 (Spin-baixo)

Valéncia mista com Ca%

UV-visivel

'H-RMN

RPE

Hemo reduzido
Coordenacdo His-Fe(Il)-Met (hexa)

Banda o (523 nm) e banda 3 (556 nm)
Apresentam a mesma intensidade

35 ppm (pouco definido) spin-alto

ndo surge
(espécie na forma ferrosa- diamagnética)

Hemo oxidado
Coordenacéo His-Fe(l11)-His

Banda a 630 nm (spin-alto)

62,8-51,5 (spin-alto)

0= 2,94 (spin-baixo)
0z=2,80 (spin-baixo)

Reduzida sem Ca%*

UV-visivel

Hemo reduzido

Hemo reduzido

Banda B (523 nm) e banda o (556 nm)
A banda a.. € mais intensa que a 3

Auséncia de banda a 630 nm (spin-baixo)

Reduzida com Ca?*

UV-visivel

Hemo reduzido

Banda B (523 nm) e banda o (556 nm)
A banda o é mais intensa que a f3.

Banda a 630 nm (spin-alto)
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Os resultados da potenciometria reforcam a hip6tese de que a estrutura cristalina obtida
por Dias e colaboradores (pH 5,3) [71] possa ser uma das estruturas fisiologicas possiveis, mas
intermédia entre a forma fisioldgica inactiva (pH 4,5) e a fisioldgica activa.

Pds a activagdo, a enzima dimérica em valéncia mista esta pronta para realizar a reducéao
do peroxido. Este processo pode ser esquematizado, pelas equagbes 6.1, 6.2 e 6.3, onde

HE[Fe (I1)]-HP[Fe(l11)] representa 0 mondémero das PCc que interage com 0 CitoCromo Css;:

HE[Fe (I1)]-HP[Fe(I11)] + H;0, — HE[Fe(Ill)]-HP[Fe (IV)=0] + H,0 Eqg. 6.1
HE[Fe(I11)]-HP[Fe (IV)=0] + Cit cssz (I1) + 2 H* — HE[Fe(I11)]-HP[Fe (I11)] + Cit css (I11)+ H.0 Eq. 6.2
HE[Fe(111)]-HP[Fe (111)] + Cit css2 (II) — HE[Fe(11)]-HP[Fe (I11)]+ Cit cssz (111) Eqg. 6.3

Pretendeu-se utilizar as técnicas de voltametria ciclica e de impulso diferencial para
detectar e caracterizar espécies de PCc intermediarias que se formam durante a reac¢do de
catalise do peroxido de hidrogénio a agua. Verificou-se no entanto que a enzima sofre alteragdes
estruturais, provocadas aparentemente pelo campo eléctrico gerado nas proximidades do
eléctrodo, ficando numa conformacdo ndo nativa. Este facto impossibilitou a deteccdo e
caracterizacdo de intermediarios, o estudo da transferéncia intramolecular e da catélise directa
por esta técnica.

Efectuou-se entdo uma caracterizagdo da transferéncia intermolecular estudando a
catalise da peroxidase do citocromo ¢ mediada pelo citocromo css; e analisou-se possiveis
estruturas do complexo transiente formado entre a peroxidase de citocromo ¢ e 0 seu parceiro
fisioldgico. Os resultados obtidos com técnicas electroquimicas ndo permitiram uma
extrapolacdo para as condi¢des in vivo, tal como foi discutido no Capitulo 4|.

A constante de transferéncia intermolecular encontrada para o compleo entre a
PCc:citocromo cssz, obtida por espectroscopia de UV- visivel, (8,0 £ 0,4) x 10° Ms?, reflecte a
existéncia de um local de ligacdo, que podera ser o local de transferéncia de electrdes
encontrado pelo atracamento molecular (Figura 5.8). Os valores de pKa (5,5 £ 0,1) e pKa
(8,5 +0,1) atribuidos aos grupos propionatos ou a histidina 261 e a histidina 71 ou ao glutamato
117 respectivamente, reforcam a importancia dos propionatos e das histidinas na alteracdo
estrutural da enzima, ap6s a reducdo do hemo E e dos segundos (His 71 e Glu117) para a quebra
da ligagdo O-O do peroxido. A histidina 261 encontra-se nas proximidades do hemo E e do ido
calcio, sendo um dos residuos conservados em todas as PCc, Figura 1.4. Esta histidina é um dos
residuos assinalados por Echalier e colaboradores, como sendo fazendo parte da alteracéo
conformacional nas préximidades do hemo E, aquando da activacdo das PCc bacterianas [53].

Com o aumento da forca ionica verifica-se uma ligeira diminuigdo da actividade
enzimatica que no entanto se mantém a elevada forga idnica. O complexo formado entre ambas

as proteinas seré& provavelmente governado por forcas hidrofdbicas.
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Também os resultados de atracamento molecular, realizado com as estruturas da PCc do
PDB, apresentam poucas soluces com boas orientacdes compativeis com transferéncia de
electrGes entre 0 citocromo css; € a PCc. As estruturas quaternarias das duas proteinas ndo
permitem que hajam muitas orientacBes com complementaridade de forma o que aumenta a
distancia entre os centros hémicos e dificulta a transferéncia de electrdes. Acresce ainda que no
complexo entre ambas as proteinas, o dimero de PCc terd que interagir simultaneamente com
dois dimeros de citocromo css, 0 que dificulta ainda mais a ocorréncia da transferéncia de
electrdes- o complexo formado apresenta a estequiometria 1:1 (1 monémero PCc: 1 dimero de
Cit Css2). Este complexo caracteriza-se por uma constante de formacdo tipica de complexo
transitorio, que facilmente se dissocia, sendo sensivel a forca idnica mas governado por
interacgdes hidrofdbicas, tal como foi anteriormente referido.
Com base nos dados experimentais foi proposto um modelo para a formacdo do
complexo entre a PCc e 0 citocromo cssz, que descreve seguidamente:
1) Inicialmente as duas proteinas aproximam-se: 0 citocromo Cssz, liga-se a
superficie da PCc, mas fica livre para se mover na sua superficie. Para que este
complexo se forme, a proteina redox solvatada (o citocromo css2) € pré-orientada por
forcas electrostaticas globais para a enzima, a PCc. O citocromo pode mover-se
livremente na superficie da PCc, o que lhe permite encontrar a melhor posicdo e a
superficie hidrofébica complementar que permita uma transferéncia de electrdes eficaz
entre si e a PCc.
2) O citocromo css2 liga-se nas proximidades do hemo de transferéncia electronica
da PCc. Apos encontrar este local, o citocromo cssz, forma o complexo reactivo com a
PCc onde as aguas de solvatacdo da superficie se afastam para permitir a aproximagéo
das duas superficies que vao interagir. No caso do complexo PCc:citocromo Css;, as
superficies complementares deverdo ter caracteristicas hidrofébicas uma vez a
actividade se mantém a elevada forca ionica. Os hemos que interagem (hemo
transferidor de electrdes da PCc e hemo do cssz) distam entre si aproximadamente 19 A
(distancia encontrada através da estrutura do complexo obtida pelo atracamento

molecular).

6.2 Perspectivas futuras

Os resultados apresentados neste trabalho de investigacdo permitiram validar algumas
das hipotese apresentadas relativamente ao mecanismo de activacdo e de catalise das PCc. No
entanto, tanto os estudos de atracamento molecular como os estudos com espectréscopia do
visivel a pH 4,5, levantaram novamente as ddvidas, sobre as estruturas tridimensionais

publicadas no PDB serem as formas fisiolOgicas activas e inactivas da PCc. Por outro lado, o
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facto das estruturas terem sido obtidas em condi¢6es nédo fisiologicas (pH 4,0 e pH 5,3) e da
reducdo do hemo E ndo ter ocorrido em presenca de ascorbato de sédio durante a cristalizacao,
permite a sugestdo destas ndo serem as formas fisiol6gicas, uma vez que a PCc é reduzida por
ascorbato em presenca de DAD a pH 4,5. Para responder a estas questfes serd essencial obter
uma estrutura tridimensional, a pH fisioldgico tanto da enzima no estado oxidado como no
estado de valéncia mista.

A titulacdo potenciométrica bem como a determinagdo da massa molecular da PCc
devera ser efectuada a pH 6,0 na presenca e na auséncia de calcio, para se verificar se 0s hemos
mantém as caracteristicas encontradas neste trabalho a pH 7,5.

A utilizag&o de eléctrodos de ouro ou carbono vitreo modificados, podera ser Util para o
estudo da catdlise directa das PCc, uma vez que poderd levar a caracterizacdo de espécies
intermediérias formadas na catélise.

Uma vez que a PCc pertence a uma bactéria marinha, que consegue desenvolver a via
metabdlica da desnitrificacdo, sera também importante perceber se a Unica funcdo desta enzima
é catalisar a reducdo do perdxido de hidrogénio a agua, ou se pelo contrario consegue reduzir o
peroxinitrito (ONOO") a nitrito e dgua. O peroxinitrito pode ter origem na reaccao entre o 6xido
nitrico e o radical superdxido e é uma ERO que normalmente é reduzido pelas reductases do
nitrato, durante o processo de desnitrificacdo [91]. Actualmente coloca-se a hipétese de
bactérias anaerdbias possuirem uma classe de reductases, que no inicio da evolugdo destes
organismos e em presenca de uma atmosfera primordial andxica, tenham usado o nitrato, nitrito
ou dxido nitrico como substrato e que tenham evoluido no sentido de serem capazes de utilizar
outras ERO, como o peroxido de hidrogénio, como substrato [266, 267]. A realizagdo da
catalise do peroxinitrito pela PCc, poderd ser uma confirmacdo da existéncia desta classe de
reductases, como antepassado comum das PCc e das reductase do nitrito [1] e a explicacdo para

ambas serem reguladas pelo FNR.
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