Marta Filipa Mota Vieira

Licenciatura em Biogquimica

Arsenito oxidase bacteriana:
caracterizacao a nivel molecular

Dissertacéo para obtengdo do Grau de Mestre em Bioquimica

Orientador: Doutora Teresa Sacadura Santos-Silva,
Investigadora Auxiliar, FCT/UNL

Jdri:

Presidente: Professor Doutor José Ricardo Ramos Franco Tavares
Arguente: Doutora Célia Maria Valente Romé&o
Vogal: Doutora Teresa Sacadura Santos-Silva

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Novembro, 2016






Marta Filipa Mota Vieira

Licenciatura em Biogquimica

Arsenito oxidase bacteriana:
caracterizacao a nivel molecular

Dissertacéo para obtengdo do Grau de Mestre em Bioquimica

Orientador: Doutora Teresa Sacadura Santos-Silva,
Investigadora Auxiliar, FCT/UNL

Jdri:

Presidente: Professor Doutor José Ricardo Ramos Franco Tavares
Arguente: Doutora Célia Maria Valente Romé&o
Vogal: Doutora Teresa Sacadura Santos-Silva

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Novembro, 2016






Arsenito oxidase bacteriana: caracterizagdo a nivel molecular

Copyright © em nome de Marta Filipa Mota Vieira, da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia,
Universidade Nova de Lisboa.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lishoa tém o direito, perpétuo
e sem limites geogréficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares
impressos reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou
gue venha a ser inventado, e de a divulgar através de repositdrios cientificos e de admitir a sua
copia e distribuicdo com objetivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que
seja dado crédito ao autor e editor.






Agradecimentos

Dedico esta dissertacdo aos meus pais, Gabriela e Luis, ao meu irmao Tiago e ao meu
namorado André. Um profundo obrigado por nunca terem duvidado, pela infinita dedicacéo,
apoio que sempre me deram e por me incentivarem a lutar pelos meus sonhos. Sem vocés néo

tinha, garantidamente, chegado onde cheguei. Obrigado por tudo!

Aos meus av0s, Maria, Elias e Arlete, por mesmo sem entenderem bem o que fagco sempre

terem acreditado em mim e me terem apoiado incondicionalmente.

Ao meu avd Bras, um eterno obrigado por tudo o que me ensinou. Mesmo nao estando

presente espero que estejas orgulhoso avo!

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, ao Departamento
de Quimica, e a todos os Professores que me acompanharam ao longo desta jornada e

tornaram possivel a realizag&do deste trabalho, 0 meu reconhecido agradecimento.

A Professora Doutora Maria Jodo Rom&o, pela oportunidade que novamente me

proporcionou de poder realizar o meu trabalho no Laboratério de Cristalografia de proteinas.

A minha orientadora, Professora Doutora Teresa Santos-Silva, manifesto um enorme
agradecimento e uma imensa gratiddo pela permanente orientacdo e preocupacdo e pela
oportunidade de abertura de horizontes de conhecimento que me fizeram crescer tanto a nivel

profissional como pessoal. Nao quereria ter escolhido outra pessoal

Ao Filipe Freire, Marino Santos e Francisco Leisico um especial, enorme e eterno
agradecimento pela vossa infindavel paciéncia, disponibilidade e ajuda, sem as quais este
trabalho teria sido definitivamente mais dificil. Um obrigado ndo chega!

A minha companheira Raquel Costa, pelo companheirismo e apoio nos momentos passados
ao longo deste ano.

A todos os restantes membros do Xtal, que desde o primeiro dia, sempre se mostraram

disponiveis e prontamente empenhados em ajudar, os meus sinceros agradecimentos.

A Professora Joanne Santini, Cameron Watson e todos os membros do grupo de
Microbiologia Ambiental do Institute of Structural and Molecular Biology, University College of
London, com os quais tive o privilégio de poder trabalhar, um sincero agradecimento por todo o
conhecimento que me transmitiram e por terem enriquecido uma das melhores experiéncias da

minha vida.

Aos meus amigos Inés Aradjo, Ana Petrucci, Hugo Monteiro, Ana Ferreira, Inés Prates,

Mariana Viegas e Mariana Mendes por todo o vosso apoio e amizade.

Por dltimo, mas nao menos importante, um obrigado especial ao meu cdo Lucas, o melhor e

mais paciente companheiro do mundo.

Muito obrigado a todos!






Resumo

O arsénio encontra-se amplamente distribuido no meio ambiente, decorrente de processos
naturais e antropogénicos. E geralmente encontrado nas formas de arsenito [As(lIl)] e arsenato
[As(V)], altamente tdxicas. A arsenito oxidase (Aio) € uma enzima metabdlica responséavel pela

oxidacao de arsenito a arsenato.

A estrutura cristalografica da Aio do oxidante de arsenito Alphaproteobacterium Rhizobium
sp. NT-26 foi previamente determinada a 2,7 A de resolucédo. O principal objetivo deste trabalho
€ contribuir para a clarificacdo do mecanismo de reacdo da enzima através da caracterizagéo
estrutural da Aio nativa de NT-26 ligada a analogos do substrato, bem como varios mutantes
da enzima, recorrendo a cristalografia de raios-X e ensaios cinéticos com base em

espetroscopia de UV/Visivel.

Na presente dissertacdo sdo descritos os varios passos executados desde a mutagénese
dirigida, expressdo e purificacdo, cristalizacédo, resolu¢cdo e andlise da estrutura e cinética

enzimatica, da proteina nativa e mutantes em estudo.

Usando polietilenoglicol (PEG), como agente precipitante, foi possivel obter cristais da
proteina nativa e dos mutantes AioA Q726G e AioB F108A, permitindo a determinacdo das

suas estruturas tridimensionais a 1,89; 2,18 e 2,20 A de resolugéo, respetivamente.

Os estudos com AioAB nativa na presenca de antimonito indicam a ligagdo deste ao centro
ativo da enzima, a cerca de 1,7 A do ligando hidroxilo do molibdénio. Estes resultados sugerem
gue a ligacdo do substrato fisiolégico, arsenito, sera feita de forma semelhante, apesar de, na
estrutura obtida, ndo se ter verificado a presenca de um sexto ligando do molibdénio, como
expectavel de acordo com o mecanismo proposto na literatura, provavelmente devido a danos

causados pela radiacéo.

As estruturas cristalograficas dos mutantes AioA Q726G e AioB F108A mostram a presenca
dos residuos mutados e a auséncia de alteracdes globais na estrutura da proteina. Os ensaios
cinéticos realizados mostram a diminui¢cdo de atividade no mutante AioA Q726G e o aumento
de atividade no mutante AioB F108A, evidenciando a importancia dos residuos mutados no

mecanismo reacional da arsenito oxidase.

Através de mutagénese dirigida foram preparados outros mutantes da subunidade A -
D169A/N e E453A/Q — que serdo, de futuro, utilizados para ensaios cinéticos e determinacdo

das estruturas cristalograficas, seguindo as metodologias aqui descritas.

Palavras-chave: Arsénio, arsenito oxidase, molibdoenzimas, cristalografia de raios-X,

mutagénese dirigida, cinética enzimatica.






Abstract

Arsenic is broadly distributed in the environment, arising from both natural and
anthropogenic processes. It is commonly found in the highly toxic forms of arsenite [As(lll)] and
arsenate [As(V)]. Arsenite oxidase (Aio) is a metabolic enzyme that is responsible for the

oxidation of arsenite into arsenate.

The crystal structure of Aio from the arsenite oxidizer Alphaproteobacterium Rhizobium sp.
NT-26 was previously determined at 2,7 A resolution. Our aim is to contribute for the elucidation
of the reaction mechanism of the enzyme by structurally characterizing native NT-26 Aio bound
to substrate analogs, as well as several mutants of the enzyme, using a combination of X-ray
crystallography and kinetics assays based on UV/Visible spectroscopy.

In the present dissertation all the steps conducing to the desired goals are described in
detail, such as site-directed mutagenesis, expression and purification, crystallization, structure
determination and analysis and kinetic assays, for the native protein and the mutants under
study.

Using polyethylene glycol (PEG), as precipitating agent, it was possible to obtain crystals of
the native protein and the mutants AioA Q726G and AioB F108A, allowing the determination of
its tridimensional structures to 1,89; 2,18 and 2,20 A resolution, respectively.

The studies with native AioAB indicate the formation of adducts with antimonite, where the
ligand is found at ca 1,7 A from the molybdenum hydroxo apical ligand. These results suggest a
similar binding for the physiological substrate, arsenite, even though the sixth oxo ligand of the
molybdenum is not observed, as expected according to the mechanism proposed in the
literature, probably due to radiation damage effects.

Crystal structures of AioA Q726G and AioB F108A mutants show the presence of the
mutated residues and the absence of global changes in protein structure. Preliminary kinetic
experiments show a decrease in the activity in AioA Q726G and an increase in AioB F108A,

indicating the relevance of the mutated residues in the reaction mechanism of arsenite oxidase.

Using site-directed mutagenesis different mutants were also prepared, namely D169A/N and
E453A/Q. In the future, these will be used for structural determination and kinetic assays, using
the same methodologies here described.

Keywords: Arsenic, arsenite oxidase, molybdoenzymes, X-ray crystallography, site-directed

mutagenesis, enzyme kinetic assays.
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1. Introducéo






1.1. Metais pesados e arsénio

A acdo quimica dos metais pesados tem despertado grande interesse a nivel ambiental,
nomeadamente pelo facto de estes elementos ndo apresentarem caracter de

biodegradabilidade.

Os metais pesados tendem a permanecer em ciclos biogeoquimicos globais, principalmente
em aguas naturais, podendo haver acumulacdo dos mesmos em niveis significativamente
elevados. Uma vez absorvidos, os metais pesados podem ligar-se a proteinas e serem
transportados na corrente sanguinea, até aos tecidos, onde se depositam ou sofrem processos
de biotransformacéao. Os efeitos téxicos podem ser considerados letais ou sub letais, tendo em
conta que o grau de intoxicagdo depende da forma quimica em que o metal se apresenta, da
sua concentragdo, do tempo e da via de exposicdo, estando este ultimo fator relacionado com
a capacidade de absor¢do do metal por parte das células e da suscetibilidade dos 6rgdos
afetados (Jomova et al., 2009; Tchounwou et al., 2012).

Os metais pesados sédo elementos quimicos com densidade pelo menos 5 vezes superior a
da agua e numero atémico superior a 20. S&o geralmente toxicos em concentracdes elevadas
e tendem a acumular-se nos organismos vivos ao longo do tempo constituindo um potencial
risco ambiental e para a salude humana. Estes elementos quimicos sdo considerados nao
essenciais e poluentes quando se encontram em quantidade superior ao normal ou fora do seu
local habitual, trazendo consequéncias negativas para 0s organismos (Alloway, 2013;
Varennes, 2003).

Embora ndo seja considerado um metal pesado, o arsénio (As) também exibe
caracteristicas de toxicidade para o ambiente e para os seres vivos (Rahman & Hasegawa,
2011).

O arsénio é toxico para a maioria das células vivas na generalidade dos organismos. Em
meados de 1990 foi detetada, na Asia, a poluicdo crénica de aguas subterraneas com As e,
desde essa altura, tem sido crescente o numero de locais em que se registou a poluicdo de As
em aquiferos, solos e materiais (Chatterjee et al., 1995; DPHE/BGS/MML, 1999).

Muitas das aguas subterraneas mundiais (Figura 1.1) utilizadas como fontes de agua
potavel, estdo contaminadas com As, e o consumo das mesmas pode conduzir ao
desenvolvimento de diversas patologias e, em Ultima analise, levar a morte. Foi estimado que a
salude de 200 milhdes de pessoas em mais de 70 paises em todo o mundo encontra-se em
risco pelo consumo de aguas subterraneas contaminadas por As (Hopenhayn, 2006; Smedley
& Kinniburg, 2002; Yu et al., 2003).
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Figura 1.1. Distribuicdo mundial dos principais paises afetados por contaminacdo de arsénio em
aquiferos, e regides afetadas por atividade mineira e fontes geotermais. As areas assinaladas a azul
correspondem a lagos (Adaptado de Smedley & Kinniburg, 2002).

1.1.1. Caracteristicas e formas quimicas de arsénio

O arsénio € um elemento quimico com nimero atémico 33 que possui um Unico isGtopo
estavel ("As) e apresenta uma massa atémica média de 74,92 g mol*. E o quadragésimo
sétimo elemento mais abundante de 88 elementos que ocorrem naturalmente, e apresenta uma
abundancia na crosta terrestre de aproximadamente 1,5 mg Kg'l. Pertencente ao grupo 15 da
Tabela Periddica, com uma configuracdo eletrénica de [Ar]3d*°4s’4p®, é considerado um
metaléide ou ametal, revelando propriedades metélicas e ndo metdlicas. Pode existir em
diversos estados de oxidacdo, nomeadamente As(-1ll), As(-l), As(0), As(lll) e As(V), como se

pode visualizar na Tabela 1.1 (Turpeinen et al., 2002).

Tabela 1.1. Principais formas quimicas de arsénio. O arsénio nos estados de oxidacdo As(-I) e As(0)
existe apenas no estado solido, como constituinte de minerais (por exemplo arsenopirite [FeAsS]) e na
forma elementar (As), respetivamente.

Estado

de Formas organicas
. ~ Formas gasosas Formas aquosas
oxidacéao

de As

] Arsina [HzAs] - _
ASCI) Trimetilarsina [AS(CHs)s]

As(-1), R
As(0) i

Arsenito [AsOs%]
As(lll) ) Arsenito monohidrogénio [HASO3] -
Arsenito dihidrogénio [H2AsO3]
Acido arsenoso [HzAsO3]

Arsenato [AsO4%]
As(V) i Arsenato monohidrogénio[HAsOf] -
Arsenato dihidrogénio [H2AsO4]
Acido arsénico [HzAsO4]

Acido monometilarsénico
(MMAA) [CH3AsO(OH)]
As Acido dimetilarsinico
organico (DMAA) [(CHz)2As(0)OH]
Dimetilarsina (CHz)sAs




O principal composto de As, na forma gasosa, € a arsina, altamente téxica (consultar Tabela
1.1). No meio ambiente, a arsina sé se forma em condi¢des redutoras. Com a descida do pH
do meio, a formacdo de arsina torna-se mais favoravel, constatavel, por exemplo, pela
libertacdo de arsina, bem como mono-, di- e tri-metilarsina em superficies de solos pantanosos
e pantanos em condi¢cdes anoxicas. Estas formas gasosas podem, no entanto, ser facilmente
convertidas por oxidacdo a espécies de As(V) em fase aquosa (Chauhan et al., 2008; Duker et
al., 2005; Sharma & Sohn, 2009; Turpeinen et al., 2002).

Em fase aquosa, o arsénio é talvez Unico entre outros metais pesados e elementos
formadores de oxianibes, como selénio, antimoénio, molibdénio e vanadio, no que diz respeito a
sua sensibilidade de mobilizacdo a valores de pH tipicamente encontrados em &guas
subterraneas (pH 6,5 - 8,5), tanto em condi¢cdes oxidantes como redutoras. Como referido
anteriormente, no meio ambiente, o arsénio pode ocorrer em diversos estados de oxidacdo. No
entanto, em aguas naturais & maioritariamente encontrado na forma inorg&nica como oxianides
de arsenito [As(ll)] ou arsenato [As(V)]. As formas orgénicas de arsénio, como acido
monometilarsénico (MMAA), acido dimetilarsinico (DMAA) e dimetilarsina (consultar Tabela
1.1), podem ser produzidas por atividade biolégica, principalmente em meios aquosos, mas

raramente sao relevantes de um ponto de vista quantitativo.

Os principais fatores que controlam a especiacdo de As em aguas naturais séo o potencial
redox (Eh) e pH (consultar Anexo 1, Figura 7.1). Condi¢des redutoras (anaerdbias) e acidicas
tendem a estabilizar as espécies As(lll), enquanto que em condi¢Bes oxidantes (aerdbias) e a
valores de pH mais elevados, predominam as suas espécies equivalentes de As(V) (Turpeinen
et al., 2002).

1.1.2. Origem, distribuicao e ciclo biogeoquimico de arsénio no ambiente

O arsénio provém de fontes naturais e antropogénicas. Embora se encontre naturalmente
distribuido na crosta terrestre, solo, sedimentos, agua e seres vivos, as fontes antropogénicas

existem numa proporcédo de 3:1 face as fontes naturais (Bundschuh et al., 2012).

As fontes naturais de contaminacdo por arsénio estdo principalmente associadas a
fendmenos geotermais e vulcanicos. Naturalmente, o As existe como constituinte de mais de

200 minerais, encontrando-se principalmente na forma de arsenopirite (FeAsS).

As principais fontes antropogénicas de As séo a atividade mineira e a industria metalurgica,
embora a queima de combustiveis fosseis também seja uma importante fonte de contaminagao

atmosférica (Bundschuh et al., 2012).

O arsénio encontra-se amplamente presente em agua, desde rios, lagos e estuarios,
oceanos e aguas subterraneas e até na precipitacdo, podendo a sua concentracao variar entre

valores baixos (<0,005 ug L™) e valores extremamente elevados (1058000 pg L™).



Em rios, lagos e oceanos a concentracdo de As pode atingir 3,7 pug L. No entanto, a
distribuicdo heterogénea de As na crosta terrestre, juntamente com fatores climaticos, pode
resultar em concentracdes de As mais elevadas, como é o caso de Mono Lake na Califérnia
(EUA), no qual a concentracdo de As atinge valores entre 10-20 pg L™.Em aguas residuais,
frequentemente contaminadas com As, as concentra¢fes deste elemento variam geralmente

entre <0,5- 10 ug L™.

Na atmosfera, o arsénio encontra-se maioritariamente em forma de particulas e provém de
mobilizagdo edlica, vulcdes, aerossdis marinhos e, mais significativamente, de processos
industriais. E depositado no solo, quase na sua totalidade, pela queima de combustiveis fésseis
(Plant et al., 2007).

A maioria das rochas contém concentracdes bastante baixas de As. No que diz respeito a
solos e sedimentos a concentracdo de As varia amplamente. Sedimentos naturais, como areias
aluviais em aquiferos poluidos com As, apresentam baixas concentracdes de As (geralmente
<10 mg Kg™). Por sua vez, sedimentos e solos contaminados por atividades industriais contém
maiores concentragdes de As, atingindo valores até varios milhares de mg Kg™. Estes valores
sdo devidos ao intemperismo dos minerais que contém As, ou as elevadas concentracdes

deste tipo de minerais e compostos em materiais residuais (BGS & DPHE, 2001).

Embora, no meio ambiente, o arsénio se encontre maioritariamente na forma sélida, este é
frequentemente transportado, e entra no seu ciclo biogeoquimico, na forma de espécies
aguosas ou como particulas extremamente finas. O ciclo de As, apresentado na Figura 1.2,
entre formas sélidas e liquidas, € em grande parte controlado por processos de sor¢cdo a
superficies minerais e organicas, como adsorcdo, precipitagdo e permuta idnica, que

dependem de vérios fatores.

geo-
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Figura 1.2. Ciclo biogeoquimico global de arsénio. Arsenato, o principal composto de arsénio em agua do

mar, € acumulado por organismos marinhos e convertido em compostos organicos de baixo peso
molecular, tais como acido metilarsonico ou acido dimetilarsinico, ou em formas de armazenamento
organicas que sdo entdo segregadas para o meio ambiente. Algum do arsénio é retido pelos organismos
e metabolizado em compostos organicos mais complexos, como arsenolipidos e arsenoacucares.
Posteriormente o0s organoarsénicos sdo convertidos a arsenobetaina, por sua vez degradada pelo
metabolismo microbiano para formas inorganicas, concluindo o ciclo biolégico de arsénio em biossistemas

marinhos (Adaptado de Mukhopadhyay et al., 2002).

6



1.1.3. Toxicidade e risco da exposicao a arsénio

O arsénio é um elemento de ocorréncia natural classificado como carcinogéneo humano na
base de evidéncias epidemiologicas (IARC, 2009). E libertado no ambiente por diversos
processos e a partir de varias fontes. Devido a passagem de agua por solos e rochas
contaminadas, o As pode ser encontrado na agua potavel de consumo de milhdes de pessoas
em todo o mundo, por vezes a concentracdes mais elevadas do que as consideradas seguras,
causando grandes problemas de salde num elevado nimero de regibes. Deste modo, a
contaminagdo ambiental por As representa um sério risco para a salde humana (ATSDR,
2007; Rahman et al., 2008a; Rahman & Hasegawa, 2011).

A exposicdo crénica a As, principalmente por consumo de agua contaminada, tem sido
associada, em seres humanos, a um aumento da incidéncia de cancros, assim como outras
patologias nomeadamente queratose, doencas vasculares, neuropatia periférica, diabetes e,

em Ultimo caso, morte (Abernathy et al., 1999; Cantor et al., 2006; Ferreccio et al., 2000).

A extensdo do envenenamento por arsénio depende de varios fatores, nomeadamente

dose, suscetibilidade individual em metabolizar As e idade dos individuos afetados.

Como referido anteriormente, o arsénio ambiental pode ser encontrado nas formas orgéanica
e inorganica. Uma vez no corpo, 0 arsénio inorganico (i-As) é rapidamente absorvido e
distribuido no sangue em direcdo aos tecidos, onde, por sua vez, sofre biotransformacéo,
principalmente no figado. O metabolismo de i-As, envolve a reducdo de arsenato [As(V)] a
arsenito [As(lll)], mediada pela enzima glutationa (GSH), seguindo-se a metilagdo oxidativa
para formar arsénio orgénico pentavalente, na forma de &cido metilarsénico [MMA(V)], como se

pode visualizar na Figura 1.3.
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Por sua vez, o MMA(V) é alvo de reducdes e metilagcbes sequenciais, até a excrec¢do do
produto final na urina. Embora a metilacdo tenha sido, inicialmente, considerada uma forma de
desintoxicacdo de As inorganico (i-As) prejudicial, o seu papel foi redefinido quando a
toxicidade dos metabolitos organicos de As, como acido monometilarsénico [MMA(II)], foi
considerada muito mais elevada comparativamente as suas espécies inorganicas relacionadas,
tanto in vivo como in vitro. Esta descoberta permitiu o estabelecimento de uma estreita relacéo
entre o metabolismo de As e a toxicidade, genotoxicidade e potencial carcinogénico, derivados
da exposicao a As (Styblo et al., 2002; Kligerman & Tennaut, 2007).

A carcinogénese é um processo complexo que envolve mecanismos genotéxicos e ndo-
genotoxicos e, embora 0S mecanismos exatos ainda ndo se encontrem totalmente
esclarecidos, tém sido varias as hipGteses apresentadas para explicar a carcinogenicidade do
As. Primeiramente, o arsénio pode atuar como co-carcinogénico ao inibir as enzimas de
reparacdo de DNA, tendo sido demonstrado que este pode danificar os mecanismos de
reparacdo por excisdo de nucledtidos (NER, do inglés Nucleotide Excision Repair) e de

reparacao por excisdo de bases (BER, do inglés Base Excision Repair) (Li & Rossman, 1989).

A carcinogénese mediada por As também pode incluir mecanismos epigenéticos, podendo
ser responséavel pela alteracdo dos padrées de metilagdo, tanto no DNA como ao nivel de
promotores de genes, bem como da estrutura da cromatina e expressdo de miRNA (Ren et al.,
2011).

Adicionalmente, o i-As e o0s seus derivados orgénicos sdo considerados citotoxicos e
capazes de desencadear apoptose celular, tendo sido demonstrado que as formas trivalentes
de As conseguem induzir apoptose em diversos sistemas celulares com envolvimento de
recetores de morte celular, ativacdo de caspases, libertacdo de reservas de calcio e alteragédo
dos niveis intracelulares de glutationa.

Por ultimo, os efeitos carcinogénicos de As podem envolver stress oxidativo. Varios estudos
realizados in vivo e in vitro demonstraram que compostos de As induzem a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) e aumentam a
producdo de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxo-dG), um marcador genericamente
utilizado para avaliagdo de danos oxidativos em DNA (Hei & Filipie, 2004; Kinoshita et al.,
2007).

A nivel genotdxico, o arsénio pode causar mutacdes cromossoémicas, isto é, pode atuar
como clastogéneo. Verifica-se uma evidéncia direta para os efeitos genotdxicos em humanos
expostos a As, tanto ambientalmente como ocupacionalmente. Os efeitos genotoxicos de As
também podem ser indiretos, na medida em que podem afetar a atividade de reparacéo,
potenciando a genotoxicidade de outros carcinogénicos-mutagénicos  organicos,
particularmente hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), incluindo benzo[a]pireno (BAP)
(Basu et al.,2001; Danaee et al., 2004; Hei & Filipie, 2004; Martinez et al., 2004; Palus et al.,
2005).



1.1.4. Remediacdo de arsénio

Face a elevada toxicidade de As impde-se a tomada de medidas que minimizem os seus
impactos. A organizagdo mundial de salde (WHO do inglés World Health Organization)
recomendou o nivel contaminante maximo de arsénio em agua de 10 pg L ™, mas as reservas
de 4gua de consumo em muitos paises contém niveis bastante mais elevados, existindo uma
necessidade urgente para o desenvolvimento de métodos eficientes para remocgao de As.

As tecnologias convencionais de remog¢do do arsénio baseiam-se num conjunto de
processos fisico-quimicos basicos: reacdes de oxidacdo-redugdo, coagulacdo, precipitacéo,
adsorcao, permuta idnica e filtragcdo por membranas (consultar Anexo 1, Tabela 7.1) (Cheng et
al., 1994).

Em agua, estas técnicas sao mais eficientes na remocéo de As(V) do que As(lll). A remocao
de As(Ill) de ambientes contaminados implica, primeiramente, a sua oxidacdo, geralmente
conseguida pela adicdo de agentes oxidantes como ozono ou perdxido de hidrogénio (Figura
1.4) (Kim & Nriagu, 2000).

Abidtica Coagulagao/ Sorgao/
(ozono, co- permuta
H,0,...) precipitagéo idnica

Agua
contaminada

Bidtica (estripes Precipitagéo Filtragao
bacterianas...)

Figura 1.4. Processos utilizados na remocgao de arsénio (Adaptado de Kim & Nriagu, 2000).

As técnicas convencionalmente utilizadas na remocdo de As, apresentam, no entanto,
algumas limitagdes, nomeadamente a adicdo de produtos quimicos a agua, necessidade de
cuidados de seguranca no manuseamento, producédo de um grande volume de lamas com
elevadas quantidades de arsénio, necessidade de tratamentos complementares, interferéncia
de alguns i6es (por exemplo sulfatos), custos de instalacdo e operagéo elevados e por vezes

baixa eficiéncia de remogéo.

Neste sentido, e para responder ao desafio de reduzir a concentracdo de arsénio para o
valor paramétrico recomendado de 10 pg L™, novos desenvolvimentos na area da biotecnologia
visando processos eficientes e ambientalmente sustentaveis tem sido conseguidos,
destacando a tecnologia emergente de fito-remediagdo na qual € utilizada biomassa (plantas e

fungos) como material adsorvente.



Embora o mecanismo de remocao utilize compostos quimicos, como nas tecnologias
convencionais, a capacidade adsorvente da biomassa € superior e suscetivel de regeneracéo

(Casiot et al., 2003; Katsoyiannis e Zouboulis, 2004; Murugesan et al., 2006).

O mecanismo de remocédo de arsénio através da utilizacdo de microrganismos é diferente
do de fito-remediacdo. Nestes casos, a conversao de arsenito em arsenato faz-se através de
uma enzima extracelular, sendo as formas oxidadas adsorvidas ou precipitadas no filme
biolégico aderente ao respetivo suporte fisico. A bioconversdo do arsenito pode ser também
realizada por metilagdo ou oxidagdo-reducdo das formas de arsénio presentes na agua,
podendo a sua eficiéncia ser aumentada através de modificacbes genéticas dos

microrganismos atuantes (Kostal et al., 2004).

Assim sendo, a oxidacdo bacteriana de As(lll), abordada na presente dissertacao, pode
constituir uma alternativa segura comparativamente aos métodos quimicos. Embora, até a
data, a maioria dos estudos de oxidagdo bacteriana de arsenito tenham sido realizados com
bioreatores de pequena escala, estes sistemas ativos parecem promissores e estardo de
certeza em funcionamento, num futuro préximo, pelo menos numa combinagdo com sistemas
passivos, desenhados para aumentar a ocorréncia natural de processos fisicos, quimicos e

biolégicos (Lievremont et al., 2003).

A implementacdo de sistemas ativos requer o conhecimento da fisiologia e metabolismo
bacterianos. Nestes sistemas, que requerem o fornecimento continuo de energia, a especiagao
de As é controlada por processos microbianos, pelo que o primeiro passo envolve a escolha da
cultura pura adequada, a partir de uma estirpe de bactéria oxidante de As(lll) isolada
anteriormente. Até a data, a utilizacdo de culturas puras tem sido apenas investigada a uma

escala de bancada (Lievremont et al., 2003; Mondal et al., 2008).

Por sua vez, tratamentos passivos dizem respeito a processos com a minima intervengéo e
manutencdo humana. Utilizam materiais de construg¢do naturais, promovem o crescimento de
vegetacdo natural e fontes de energias naturalmente disponiveis, como energia do
metabolismo microbiano, entre outras. Todos estes tratamentos dependem de atenuacdo
natural: a combinagdo in situ de processos fisicos, quimicos e bioldgicos que, em condi¢des
favoraveis, atuam na auséncia de intervencdo humana, no sentido de reduzir a massa,
toxicidade, mobilidade, volume ou concentracdo de contaminantes em solos ou &guas

subterraneas (Wang & Mulligan, 2006)

Estes processos encontram-se ainda numa fase embrionaria, desconhecendo-se a
eficiéncia e fiabilidade destes processos aplicados ao tratamento de adguas contaminadas com

arsénio.
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1.2. Metabolismo microbiano e resisténcia a arsénio

Pensa-se que o arsénio possa desempenhar um papel central no metabolismo microbiano e
que a atividade microbiana pode ter um impacto significativo nas formas de As existentes no

meio ambiente, influenciando a sua especiacdo, mobilidade e toxicidade.

O metabolismo de As por parte de organismos procariontes, detetado em ambientes
hidrotermais, temperados e frios, estd envolvido no ciclo redox do arsénio. De facto, as
bactérias desempenham um papel fundamental, sendo, de forma direta ou indireta,
responsaveis pela maioria das transformacdes redox de As no meio ambiente (Osborne et al.,
2010).

A oxidacdo de arsenito [As(lll)] € conhecida ha quase um século. Green reportou uma
estirpe bacteriana com esta atividade em 1918. InvestigacGes posteriores, na década de 70,
permitiram a descoberta generalizada de resisténcia a As, mas foi apenas na década de 80
que os mecanismos de resisténcia foram decifrados e descobertos, paradoxalmente, para
envolver a reducéo de arsenato [As(V)]. Foi descoberto que alguns microrganismos ndo eram
somente resistentes como também eram capazes de ganhar energia proveniente da
transformacéo de oxianides de As, levando & total reapreciacdo do metabolismo microbiano de
As e do seu papel no ciclo biogeoquimico (Oremland & Stolz, 2003; Oremland et al., 2005;
Rhine et al., 2005; Rosen, 2002; Silver & Phung, 2005).

Os microrganismos desenvolveram uma variedade de métodos de forma a conseguirem
tolerar arsénio. Os mecanismos envolvidos sdo baseados em trés caracteristicas elementares
do As: em primeiro lugar, que As(lll) € mais téxico que As(V), ligando-se a grupos tidis de
proteinas, inibindo a acdo de véarias enzimas, nomeadamente da enzima piruvato
desidrogenase, o que resulta na reducéo de conversdo de piruvato a acetil coenzima A (CoA),
e consequentemente, na diminuicdo de atividade do ciclo de acido citrico e producdo de
adenosina trifosfato (ATP). As(lll) inibe também a captacdo de glucose pelas células, a
gluconeogénese, a oxidacdo de acidos gordos, bem como a producdo de glutationa. Em
segundo lugar, As(lll) pode entrar nas células através de aquagliceroporinas ou pode ser
gerado nas células a partir de processos redutores. Por ultimo, As(V) é um anélogo do ido
fosfato, entrando nas células através do sistema de transporte de fosfato, interferindo com a
fosforilacdo oxidativa e outras reacdes que envolvam o oxianido (Jomova et al., 2009; Miller et
al., 2002; Rosen, 2002; Tsai et al., 2009).

Um dos mecanismos conhecidos por conferir resisténcia a As é o sistema ArsC. Este
sistema envolve varias proteinas que transportam e removem As das células, formando um

complexo enzimatico do tipo ABC (Mukhopadhyay et al., 2002).

A metilagdo é outro mecanismo que pode conferir resisténcia a As. Como referido
anteriormente, neste mecanismo, 0 arsenato € primeiramente reduzido a arsenito e, de

seguida, metilado (Stolz et al., 2006).
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Por Gltimo, os oxianides de As podem participar em reacdes de transferéncia eletrénica,
conduzindo, em Ultima andlise, a geracdo de ATP. Apesar da toxicidade de As(lll) e As(V),
alguns procariontes sao capazes de ganhar energia a partir da sua oxidacdo e reducéo,
respetivamente, desempenhando um papel importante no ciclo das formas inorganicas sollveis
de As no meio ambiente (Rhine et al., 2005).

Atualmente, sdo conhecidas duzias de organismos que podem utilizar As(lll) como dador de
eletrdes, tanto em mecanismos de respiracéo aerébia como anaerobia, ou utilizar As(V) como
aceitador de eletrdes na respiracdo anaerébia. De seguida serd abordado de forma mais
detalhada o processo de oxidacdo aerdbia de arsenito como mecanismo de resisténcia a

arsénio.

1.2.1. Oxidacdo aerdbia de arsenito por Procariontes

A oxidacdo microbiana de As(lll) para espécies menos tdéxicas e com menor mobilidade de
As(V), foi inicialmente observada em Bacterium arsenoxydans, um oxidante de As(lll)
heterotroéfico (Green, 1918).

Desde as primeiras descobertas, mais de 40 estirpes de bactérias aerdbias oxidantes de
arsenito foram isoladas de diversos ambientes com arsénio, tais como nascentes de agua
quente, sedimentos hidrotermais, aguas de drenagem, amostras com arsenopirite e solos (Cai
et al., 2009; Duquesne et al., 2008; Gihring & Banfield, 2001; Handley et al., 2009; Santini et al.,
2000).

A oxidagdo aerdbia de As(lll) é filogeneticamente difundida, tendo sido identificada em mais
de 35 estirpes representativas dos dois dominios procariéticos e de cerca de 28 géneros,
incluindo membros de Crenarcheaota, Aquificales e Thermus, bem como a-, B- e y-

proteobacteria, como se pode visualizar na arvore filogenética apresentada na Figura 1.5.
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» Deferribacter desulfuricans
« Chrysiogenes arsenatis

Clostridium sp. OhlLAs
Bacillus arsenicoselanatis e ®
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Gram + Bacillus sp. JMM—4.
Bacillus selenitireducens 4 5. arsenophilum
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Figura 1.5. Diversidade filogenética baseada em sequéncias do gene 16S rRNA de espécies conhecidas
de procariontes dos dominios Archaea e Bacteria que participam na redugdo ou oxidacdo de oxianides de
arsénio. Bactérias quimiolitoautotroficas e heterotréficas oxidantes de arsenito estdo indicadas por
quadrados vermelhos e por triAngulos amarelos, respetivamente (Adaptado de Oremland & Stolz, 2005).
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As bactérias oxidantes de arsenito isoladas até a data incluem acidéfilos, como Acidocaldus
sp. Estirpe AO5 e Hydrogenobaculum acidophilum estipre H55, terméfilos, como Thermus sp.
Estirpe HR13, e mesdfilos, nomeadamente Alphaproteobacterium Rhizobium sp. NT-26, NT-14
e Alcaligenes faecalis (D’Imperio et al., 2007; Donahoe-Christiansen et al., 2004; Gihring &
Banfield, 2001; Osborne & Ehlirch, 1976; Phillips & Taylor, 1976; Santini et al., 2000; Santini et
al., 2002).

A maioria destes organismos s&o heterotroficos aerdbios ou quimiolitoautotréficos, mas
também existem exemplos de organismos que realizam oxidacdo de As(lll) em condi¢Ges
anoxicas, utilizando um aceitador de eletrbes alternativo, como nitrato, ou através de
fotossintese anoxigénica. A arsenito oxidase que funciona sob condicbes anaerdbias,
designada por Arx é distinta da Aio, sendo que apenas a Ultima foi purificada e caraterizada até
a data (Budinhoff & Hollibaugh, 2008; Kulp et al., 2008).

Os organismos quimiolitoautotréficos oxidantes de arsenito ndo necessitam de uma fonte
organica de carbono para crescer, uma vez que sdo capazes de fixar carbono inorganico nas
formas de CO, ou HCOj3". No crescimento quimiolitoautotréfico os organismos ganham energia
ao utilizar As(lll) como o Unico dador de eletrdes e acoplando a sua oxidacéo a reducao de O,
a H,0, de acordo com a equacédo apresentada de seguida, na qual o valor de AG®’ demonstra

que a energia esta disponivel a partir da oxidac&o aerébia de As(lll) (Santini et al., 2000).

. K
2H3As0; + 0, > HAsO?™ + H,AsO; + 3H* (AG° = —175.8m—£l)

As estirpes Rhizobium sp.NT-26, isolada de arsenopirites de uma mina de ouro na Australia
e Thiomonas sp. Estirpe 3As, isolada de uma mina em Carnoulés, Franca sdo o0s

quimiolitoautotréficos mais estudados até a data (Duquesne et al., 2008; Santini et al., 2000 ).

Por sua vez, as bactérias oxidantes de As(lll) heterotréficas requerem uma fonte de carbono
para o seu crescimento ou podem ser auxotroficas para um nutriente particular, por exemplo
um aminodacido. Dos organismos heterotréficos oxidantes de arsenito isolados até a data,
Alcaligenes faecalis € 0 mais estudado relativamente a sua enzima arsenito oxidase (Aio)
(Anderson et al., 1992).

1.2.1.1. Arsenito oxidase: genes codificantes e regulacéo da expressao genética

A Aio pertence a familia das molibdoenzimas com complexos de ferro-enxofre (Rothery et
al., 2008).

As subunidades AioA e AioB sao codificadas pelos genes aioA e aioB, respetivamente, que
foram identificados e sequenciados em varios organismos oxidantes aerébios de As(lll). Em
todos os aglomerados de genes destes organismos, 0 gene aioB encontra-se localizado a

montante do gene aioA.
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Véarias das Proteobactérias oxidantes de As(lll) possuem outros genes envolvidos na
oxidacdo de arsenito localizados a montante ou a jusante dos genes aioA e aioB,
respetivamente. Os genes que codificam um sensor de histidina quinase (aioS) e um regulador
de resposta (aioR) estdo localizados a montante da regido que codifica 0s genes de arsenito
oxidase e envolvem um sistema de transducg&o de sinal de dois componentes que regula a

transcricdo dos genes aioA e aioB (Sardiwal et al., 2010).

O gene designado por aioX também é conservado a montante de aioB em Proteobactérias
oxidantes de As(lll) e codifica uma proteina de ligacao a As(lll) periplasmatica essencial para a
regulacdo dos genes aioA e aioB. Os genes que codificam citocromos do tipo ¢ (cytC) estédo
localizados a jusante do gene aioA em alguns aglomerados do gene aio. O gene cytC no
aglomerado de genes aio de NT-26 codifica um aceitador de eletrbes fisioldgico para a Aio. Os
genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese de cofatores de molibdénio (moeA e
moaA) também estdo localizados a jusante do gene aioA em alguns oxidantes de As(lll)
(Santini et al., 2007).

No que diz respeito a regulagéo da expressao genética, em muitos organismos que oxidam
arsenito, a conversédo quimica de As(lll) em As(V) é regulada positivamente por exposi¢do a
As(lll). No entanto, o ido As(lll) ndo afeta, por si sO, a expressdao dos genes de arsenito
oxidase, existindo varios mecanismos moleculares implicados na resposta bacteriana a

exposicdo de As(lI).

O mecanismo mais comum envolve um sistema de transducdo de sinal putativo de dois
componentes, codificado pelos genes aioS e aioR (designados juntamente por aioSR),
associado ao controlo transcricional da arsenito oxidase. No entanto, nalguns casos existe uma
correlacao clara entre os niveis de expressao de genes de arsenito oxidase (aioAB) e a fase de
crescimento de populagdo, sugerindo que o mecanismo de quorum sensing também pode estar

envolvido na regulacéo da expressao genética (Sardiwal et al., 2010).

Embora seja claro que, em muitos casos, as proteinas codificadas pelos genes aioS e aioR
constituam componentes essenciais para a regulacdo de atividade da arsenito oxidase, a
organizacdo dos genes ndo é conservada em todos os organismos em que foram identificados,

como se pode visualizar na Figura 1.6 (Kashyap et al., 2006; Muller et al., 2007).
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Figura 1.6. Organizacdo dos genes de arsenito oxidase de diferentes organismos oxidantes de As(lll). Na
figura encontram-se representados os genes aioS, aio R, aioA e aioB, cytC e moeA, oxyX (codifica o gene
de ligagcdo de oxianibes) e pho (transportador ABC de fosfato/fosfonato) (Adaptado de Sardiwal et al.,
2010).

aioA cytC

Em algumas espécies, como € o caso de NT-26, 0os genes aioSR estdo orientados na
mesma direcdo dos genes aio, enquanto que noutras espécies, como A. faecalis, estdo
presentes na diregcdo oposta (Branco et al., 2009; Cai et al., 2009; Kashyap et al., 2006;
Sardiwal et al., 2010).

1.3. Arsenito oxidase de a-proteobacterium Rhizobium, sp. NT-26

1.3.1. Descricdo da estrutura

A arsenito oxidase foi isolada e purificada de uma variedade de organismos (Anderson et
al., 1992; Lieutaud et al., 2010; Prasad et al., 2009; Santini & vanden Hoven, 2004; vanden
Hoven & Santini, 2004).

Na presente dissertacdo serd estudada a enzima Aio do organismo Alphaproteobacterium
Rhizobium, sp. NT-26. Até a data, existe depositada uma estrutura obtida por cristalografia de
raios-X desta enzima, determinada a uma resolugio méaxima de 2,70 A (cédigo de acesso PDB
4AAY) (Warelow et al., 2013).

Esta enzima é constituida por duas subunidades heter6logas (a-AioA e 3-AioB), como se
pode visualizar na Figura 1.7. A subunidade catalitica a (AioA) de maior peso molecular,
contém um atomo de molibdénio coordenado por duas pterinas, e um centro [3Fe-4S]. A
subunidade B (AioB) mais pequena, contém um centro de Rieske [2Fe-2S]. As duas
subunidades associam-se numa estrutura que contém uma rede de ligages de hidrogénio na

interface entre subunidades (Ellis et al., 2001; Warelow et al., 2013).
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Figura 1.7. Estrutura da arsenito oxidase de Alphaproteobacterium Rhizobium, sp. NT-26, obtida por
cristalografia de raios-X (cédigo de acesso PDB: 4AAY). (A) Representacdo da estrutura
heterotetramérica da Aio de NT-26, constituida por dois heterodimeros af, correspondente & forma
funcional da enzima. No primeiro e segundo heterodimeros, as subunidades a e [ encontram-se
representadas a azul e amarelo, e vermelho e cinzento, respetivamente. (B) Representacdo da estrutura
heterodimérica da Aio de NT-26. A Aio contém uma subunidade a (AioA) e uma subunidade B (AioB),
representadas a azul e amarelo, respetivamente. O cofator de pterina e os centros metalicos [3Fe-4S] e
Rieske [2Fe-2S] encontram-se representados na forma esférica. Os residuos que se ligam aos centros
metalicos estdo também representados. Codigo de cores: ferro — castanho alaranjado; enxofre — amarelo
vivo; carbono — amarelo claro; molibdénio — verde; fésforo — laranja; oxigénio — vermelho e azoto — azul
(Adaptado de Warellow et al., 2013).

Nesta enzima, o i&o de molibdénio localiza-se numa cavidade em forma de funil altamente
solvatada, na subunidade AioA, e é coordenado por dois cofatores bis-MGD, trés moléculas de
agua e um ligando oxo. Dado que a Aio possui duas moléculas de piranopterina a coordenar o
atomo de molibdénio, esta pode ser atribuida a familia dimetilsulféxido redutase das
molibdoenzimas (DMSO do inglés dimethylsulfoxide reductase). No entanto, ao contrario da
generalidade das proteinas desta familia, o atomo de Mo nao estéa ligado a aminoacidos como

Ser, Cys, Asp ou SeCys.

Relativamente a distancias entre os centros redox, o centro [3Fe-4S] encontra-se a ~14 A
do atomo Mo, enquanto que os dois centros Fe-S estdo separados por uma distancia de ~15 A
(Ellis et al., 2001; Warelow et al., 2013).

A Aio de NT-26 € na sua forma funcional um heterotetrdmero (a,f3,) de 219 kDa. No entanto,
0 estado oligomérico da Aio € variavel entre organismos oxidantes de arsenito, sendo que a
enzima NT-14 de Hydrogenophaga é, na sua forma funcional um heterohexadmero (asf3) e
A.faecalis e Ralstonia (estirpe 22) sao heterodimeros (a,f3;). Todas estas enzimas catalisam a
oxidacdo de As(lll) a As(V), embora apresentem ligeiras variagbes no seu enrolamento e

afinidade para o respetivo substrato.
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1.3.1.1. Subunidade maior (AioA) e centro de molibdénio

A subunidade maior da Aio, constituida por 825 aminoacidos, € composta por uma
totalidade de quatro dominios, como se pode visualizar na Figura 1.8. Cada dominio apresenta
uma topologia de sandwich a-B-a (hélice-folha-hélice) e exibe homologia estrutural significativa

com outros membros de Fe-S desta familia (Ellis et al., 2001).

Figura 1.8. Dominios I-IV da subunidade catalitica AioA. Os dominios I, Il, Ill e IV encontram-se
representados a azul, verde, amarelo e laranja, respetivamente. Na figura encontram-se também
representada a cinzento a subunidade AioB, o atomo de Mo, cofatores de pterina e os centros metalicos
[3Fe-4S] e Rieske [2Fe-2S]. A imagem foi gerada no programa Pymol (DeLano, 2002).

O dominio |, constituido por trés folhas-B antiparalelas e seis hélices-a, liga-se ao centro
[3Fe-4S], coordenado pelo motivo Cys24-X,-Cys27-X3-Cys31-Ser98, perto da interface dos
dominios Il e IV. A presenca de um residuo de serina, em vez de um residuo de cisteina, no
ultimo motivo de ligagéo a este centro metdlico, que se pensar estar envolvido no processo de
transferéncia eletrénica, é responséavel pela formagéo de um centro [3Fe-4S], em oposi¢do ao
centro [4Fe-4S] presente, por exemplo, na enzima formato desidrogenase e outros membros
da familia DMSO que possuem residuos de cisteina nesta posi¢éo (Boyington et al., 1997).

Os dominios Il e Il estdo relacionados na estrutura da proteina por um pseudoeixo de
simetria de grau 2 e ambos possuem enrolamentos de ligacdo dinucleotidica homdlogos. O
dominio Il é constituido por uma folha $ (com 7 cadeias 3) maioritariamente paralela, com 5
hélices de um dos lados da folha 3 e 7 hélices e uma pequena folha B (com duas cadeias [3)
antiparalela do outro lado. O dominio Ill apresenta uma topologia sandwich a-B-a (hélice-folha-
hélice) e possui uma folha B (com 5 cadeias ) paralela com 6 hélices de um dos lados da
hélice e 9 hélices e uma pequena folha 8 antiparalela (2 cadeias ) do lado oposto. O dominio
IV apresenta uma topologia de barril B, constituido por 6 cadeias B flanqueadas por hélices a
(Ellis et al., 2001; Warellow et al., 2013).

A proteina apresenta ainda um canal de solvente altamente polar que esta presente desde o
topo da estrutura até ao centro ativo, ligado pelos dominios I, Il e Ill. A superficie deste canal é
maioritariamente formada por residuos carregados e/ou polares como serina, aspartato,

asparagina, glutamato, lisina, histidina, arginina e tirosina.
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Na base do canal existem varios residuos hidrofilicos (His199, Asn200, Arg201, Glu207,
Arg447 e His451) que constituem a segunda esfera de coordenacdo do atomo de Mo e
desempenham um papel importante no controlo do reconhecimento e orientacdo de As(lll)
(Figura 1.9) (Warellow et al., 2013).
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Figura 1.9. Centro ativo da Aio, constituido pelo &tomo de molibdénio coordenado por um cofator bis-
MGD e um atomo de oxigénio, e residuos His199, Asn200, Arg201, Glu207, Arg447 e His 451 presentes
na base do canal de solvente, ligado pelos dominios I, Il e Ill. Os dominios I, Il, e lll encontram-se
representados a azul, verde e amarelo, respetivamente. Cédigo de cores: enxofre — amarelo; carbono —
cinzento; molibdénio — azul esverdeado; fosforo — laranja; oxigénio — vermelho e azoto — azul A imagem
foi gerada no programa Pymol (Delano, 2002).

No espaco existente entre os quatro dominios da subunidade maior (AioA) estédo
posicionados dois centros MGD (do inglés Molybdopterin Guanine Dinucleotide) estabilizados

por uma complexa rede de ligac6es de hidrogénio e pontes salinas (Ellis et al., 2001).

O atomo de molibdénio é coordenado de forma semelhante & observada em outros
membros da familia dimetilsulféxido redutase: através de duas moléculas de molibdopterina,
cada uma fornecendo uma fracdo cis-ditioleno e de um quinto ligando, modelado como um
atomo de oxigénio (a cerca de 1,6 A do atomo de molibdénio) completando uma geometria

quadrangular piramidal (Figura 1.10) (Ellis et al., 2001; Warellow et al., 2013).
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Figura 1.10. Geometria quadrangular piramidal do 4&tomo de Mo do centro ativo, coordenado por um
cofator de molibdopterina na forma de duas moléculas de MGD (do inglés molybdopterin guanine
dinucleotide) e um ligando oxo (Adaptado de Ellis et al., 2001).
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1.3.1.2. Subunidade de Rieske (AioB)

A pequena subunidade de Rieske possui 134 aminoacidos e é constituida por dois
subdominios que contém essencialmente folhas-B. O primeiro dominio apresenta-se na forma
de barril B, constituido por seis cadeias B antiparalelas, e 0 segundo dominio consiste numa
folha B3, constituida por 4 cadeias B antiparalelas, que se liga ao centro de Rieske [2Fe-2S]
(Ellis et al., 2001; Warelow et al., 2013).

O enrolamento global é semelhante ao de outras subunidades que contém centros de
Rieske, como citocromos bgf e bc; e dioxigenases. Um motivo Cys-X-His-Xn-Cys-X,-His
(Cys103-X-His105-X;5-Cys121-X,-His124 em NT-26), também observado para outras
proteinas, liga o centro de Rieske [2Fe-2S].

De forma semelhante ao observado para o centro [3Fe-4S], presente na subunidade AioA, a
presenca de dois residuos de histidina, em oposi¢éo a residuos de cisteina, aos quais um dos
atomos de ferro se coordena, no motivo de ligagcao ao centro, conduz a formacao de um centro
de Rieske em vez de um centro [2Fe-2S] (Kurisu et al., 2003; Xia et al., 1997; Ferrano et al.,
2005).

Na extremidade N-terminal da subunidade de Rieske encontra-se a sequéncia peptidica
sinal TAT leader, Argl2-Argl3-X-Phel5-Lys16. Esta sequéncia conservada (R-R-X-F-L),
reconhecida pela maquinaria de translocase, € necessaria para o transporte da arsenito
oxidase, na forma de complexo proteico totalmente enrolado, do citoplasma para o periplasma

através da via TAT (do inglés Twin Arginine Translocation).

A via TAT é bem conhecida em Escherichia coli, sabendo-se que existem varios chaperones
que participam no enrolamento da apo-proteina e na ligacdo de cofatores para coordenar a sua
inser¢do. Para substratos complexos como a Aio, que possui multiplos cofatores e existe em
configuragbes heterodiméricas, pensa-se que devam existir varios passos de controlo em
diferentes estagios antes de ocorrer interagdo com a maquinaria de translocase.
Adicionalmente, pensa-se que a sequéncia Tat leader encontrada na regido N-terminal da
subunidade AioB possa ser responsavel pela ancoragem da mesma a membrana em algumas

circunstancias (Lieutaud et al., 2010).

1.3.2. Viade transporte eletrénico

A enzima Aio catalisa a oxidacdo de As(lll) a As(V) de acordo com a reacdo apresentada de
seguida:
As''0; + 2H,0 - As"03 + 4H" + 2e”

A oxidagdo de As(lll) provoca a redugdo do a&tomo de molibdénio (alteragdo do estado de
oxidacdo de +VI para +1V), libertando dois eletrdes que se pensa serem transferidos do centro
atvo de Mo de acordo com a seguinte sequéncia: Mo — [3Fe — 4S] — [2Fe — 25],

representando o mecanismo de reacdo proposto na Figura 1.11.
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Posteriormente, os eletrdes sao transferidos do centro de Rieske para um aceitador de
eletrdes fisioldgico, azurina ou citocromo c, e, por Ultimo, em condi¢cdes aerdbias, para uma
citocromo oxidase, ocorrendo reducao de oxigénio a agua. Em alguns organismos, a atividade
da Aio também esta relacionada com a reducao de clorato (CIO3), bem como ao processo de
fotossintese (Anderson et al., 1992; Lebrun et al., 2003; Sun et al., 2010; vanden Hoven &
Santini, 2004).
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Figura 1.11. Mecanismo de reacdo proposto para a arsenito oxidase. O grupo oxo de maior ligacdo é
sujeito a ataque nucleofilico pelo par de eletrdes proveniente da oxidagcédo de arsenito. As(lll) é oxidado a
As(V), reduzindo o atomo de molibdénio de um estado de oxidacdo +VI para +IV. A reacao de hidrélise
restaura o estado de oxidag&o do atomo de molibdénio para +VI e 0s dois eletrdes sao transferidos para o
centro [3Fe-4S], de seguida para o centro de Rieske, e por ultimo, para um aceitador de eletrdes soluvel
como citocromo-c ou azurina (Adaptado de Ellis et al., 2001).

O turnover da arsenito oxidase ocorre através de cinética de duplo deslocamento (“ping-
pong”), no qual a enzima transita entre as formas oxidada e reduzida. Dado que o arsenito é
um substrato dador de dois eletrdes, pensa-se que o turnover catalitico se inicie com a sua
oxidacao no centro de Mo, que pode aceitar até dois eletrdes.

Os eletrdes sdo entdo transferidos individualmente para os restantes centros metalicos, de
acordo com o mecanismo referido anteriormente, e o arsenato é libertado antes de o aceitador
final de eletrBes se ligar a proteina na forma reduzida, tornando-se possivel realizar estudos de
atividade enzimética através monitorizacdo da reducdo do aceitador de eletrdes, utilizando
geralmente DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol), um aceitador de eletrdes nao-fisiologico
(Anderson et al., 1992; Santini & vanden Hoven, 2004; vanden Hoven & Santini, 2004).

Adicionalmente, pensa-se que a transferéncia eletronica seja mediada por uma rede
complexa de interacdes covalentes e pontes de hidrogénio entre o anel pirazina do cofator de

pterina e os centros Fe-S.
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Posto isto, a compreensdao do papel desempenhado por determinados residuos, na
vizinhanca do centro ativo e dos centros de Fe-S, no mecanismo de transferéncia eletrénica,
bem como na possivel interacaol/ligacdo de pequenas proteinas globulares, é essencial para
um melhor esclarecimento do mecanismo de acdo da arsenito oxidase, tornando-se

interessante desenvolver estudos de mutagénese para caracterizar estas interacoes.

1.3.3. Comparacao com estruturas de outras molibdoenzimas

A identidade de sequéncia entre a Aio de NT-26 e outros membros da familia
dimetilsulféxido redutase é relativamente baixa, apresentado um valor de ~26%. No entanto, a
topologia global dos dominios individuais da subunidade-a da Aio é semelhante a
correspondente de outros membros desta familia (Ellis et al., 2001).

As relacdes estruturais das duas subunidades da Aio sdo mutuamente exclusivas, na
medida em gue nenhuma outra proteina com uma subunidade de Rieske, estudada até a data,
contém uma subunidade de molibdopterina.

No entanto, a diferenca mais significativa entre a Aio e outras molibdoenzimas € a auséncia
de um ligando adicional, observado em outros membros da familia dimetilsulféxido redutase, na
forma de ligac@o covalente com a cadeia lateral de aminoacidos de cisteina, selenocisteina,
acido aspartico ou serina. Como resultado, o centro ativo de molibdénio torna-se mais exposto,
fazendo com que o mesmo se torne incapaz de formar qualquer tipo de ligacdo covalente.
Consequentemente, a Aio representa o quinto subgrupo da familia dimetilsulféxido redutase,
apresentando duas moléculas organicas de pterina equivalentes a coordenar o atomo de Mo.
Os outros quatro subgrupos da familia dimetilsulfoxido redutase contém residuos de serina,
cisteina, selenocisteina ou acido aspartico que atuam como ligandos da proteina ao metal. De
facto, a coordenagdo global € mais semelhante a apresentada por enzimas que contém
tungsténio, as quais também possuem duas moléculas de pterina, auséncia de ligandos
polipeptidicos e uma coordenac¢do dioxo proposta para a enzima na forma oxidada (Ellis et al.,
2001; Romao, 2009).

Como referido anteriormente, até a data existe uma Unica estrutura tridimensional da
arsenito oxidase de a-proteobacterium Rhizobium, sp. NT-26 depositada no Protein Data Bank.
No sentido de tentar esclarecer o mecanismo de agdo da enzima deste organismo, a utilizagéo
da técnica de cristalografia de raios-X revela-se fundamental, sendo esta metodologia
abordada no capitulo seguinte.

1.4. Cristalografia de raios-X

A cristalografia de raios-X € uma técnica utilizada para a determinacdo da estrutura

tridimensional de moléculas.

Estudos nesta area tém permitido compreender melhor os principios basicos da arquitetura
das proteinas, ao fornecer informagdo detalhada sobre a sua atividade, mecanismos de

reconhecimento e ligacdo a substratos e inibidores, e possiveis alteragdes conformacionais.
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O conhecimento da estrutura tridimensional de proteinas tem ainda sido relevante para
compreender as relacdes entre sequéncia primaria, estrutura e funcéo, com especial interesse

para as industrias quimica e farmacéutica (Blow, 2002; Romé&o, 1996).

Comparativamente com outras técnicas utilizadas na determinacdo experimental de
estruturas tridimensionais de macromoléculas biolégicas, como espetroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Microscopia Eletronica a temperaturas criogénicas (crio-EM), a
cristalografia de raios-X € uma técnica vantajosa na medida em que ndo apresenta limitacoes
de tamanho da moléculas a estudar e fornece um detalhe atdmico muito preciso (Huilin et al.,
2009; Krishnan et al., 2012).

O principio da cristalografia de raios-X baseia-se na formacdo de cristais de
macromoléculas bioldgicas, pelo que a determinacdo de uma estrutura tridimensional através
desta esta dependente da existéncia e da ordem interna de monocristais. Os principais passos
envolvidos na resolugcdo de estrutura de proteinas por cristalografia de raios-X (Figura 1.12)
passam pelo isolamento e purificacdo da proteina, a sua cristalizacdo de forma adequada a
recolha de dados de difracdo, na qual é incidido um intenso feixe de raios-X que interage com
os eletrdes dos atomos dos cristais, o processamento destes dados e o calculo de um mapa de
densidade eletrénica, que com auxilio de variados programas informaticos, permite a

construcdo de um modelo molecular (Gale, 2006; Mattsson, 2011).
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Figura 1.12. Principais etapas envolvidas na determinacdo de estruturas tridimensionais (3D) de
macromoléculas biolégicas, por cristalografia de raios-X. (Adaptado de Carvalho et al., 2009).
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1.4.1. Cristalizacao de proteinas: conceitos basicos

Perante determinadas circunstancias, muitas substéncias moleculares, incluindo proteinas,
podem solidificar originando cristais. Ao passar ao estado cristalino a partir da solucdo, as
moléculas individuais da substancia adotam uma ou algumas orientacdes idénticas. O cristal
resultante corresponde a uma matriz tridimensional ordenada de moléculas, unidas por
interacdes ndo covalentes, nomeadamente pontes de hidrogénio, entre os atomos que se
encontram a superficie da molécula. Nessa matriz é possivel identificar a célula unitaria, que se
define como a menor unidade do cristal que se repete infinitamente no espago tridimensional,
originando um cristal ordenado. Esta célula é caracterizada por 3 vetores, definidos por a, b e

¢, e por 3 angulos definidos por a, B e y (Figura 1.13) (Gale, 2006; Romé&o, 1996).
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Figura 1.13. Representacdo esquematica de um cristal. Por operag@es de simetria, a unidade assimétrica
gera a célula unitéria que, por sua vez, através de operacgdes de translagcéo, gera a rede cristalina, que se
repete de forma ordenada no espaco tridimensional (Adaptado de Gale, 2006).

A célula unitaria é, por sua vez, constituida por uma ou mais unidades assimétricas, que
representam a menor parte da estrutura cristalina, a partir da qual se pode obter a célula
unitéria, através da aplicacdo de operacdes de simetria. Por ultimo, define-se o conceito de
rede cristalina, cuja base € uma célula unitaria que se repete em todos os pontos dessa rede
(Gale, 2006).

O grupo espacial a que um cristal pertence corresponde ao conjunto de operacdes de
simetria cristalografica que originam a célula unitaria a partir da unidade assimétrica. A
caracterizagdo do grupo espacial do cristal é feita de acordo com trés pardmetros: geometria
da célula unitaria, nUmero de pontos da rede cristalina na célula unitaria e pelas operacdes de
simetria que, ao serem aplicadas a uma unidade assimétrica, geram a célula unitaria (Gale
2006; Romao 1996).

Consoante os valores das constantes da célula, o cristal pode pertencer a um de sete
sistemas cristalinos existentes: cubico, trigonal, tetragonal, hexagonal, ortorrémbico,

monoclinico e triclinico (consultar Anexo 2, Figura 7.2).
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No que diz respeito ao nimero de pontos da rede cristalina, a célula unitaria pode ser do
tipo: Primitivo (P) quando apenas um ponto da rede esta presente na célula unitaria, centrado
numa Unica face (C) ou centrado no corpo (I) quando existem dois pontos da rede cristalina
pertencentes a célula unitaria ou centrado nas seis faces (F) quando 4 pontos da rede cristalina

estéo presentes na célula unitaria (Gale, 2006).

A combinagdo da geometria da célula unitaria, isto é do sistema cristalino, e do numero de
pontos da rede cristalina na célula unitaria origina a chamada rede Bravais, existindo 14 redes

Bravais (consultar Anexo 2, Figura 7.3).

Por ultimo, no que diz respeito a caracterizacdo do grupo espacial, torna-se necessario
referir as operacdes de simetria cristalogréafica que, aplicadas a unidade assimétrica, originam a
célula unitaria, encontrando-se descritas nas tabelas internacionais para cristalografia. Estas
operacdes podem ser do tipo rotacional ou de eixo de parafuso, sendo que nestas Ultimas para
além de rotacao, ocorre também translacdo da unidade assimétrica de forma a originar a célula
unitéria (Blow, 2002; Gale 2006).

No que diz respeito a moléculas aquirais, ou seja, moléculas cuja imagem no espelho pode
ser sobreposta a imagem original, verificam-se também operacdes de simetria como o plano de
espelho ou o centro de inversdo. Neste caso, a combinacdo da geometria da célula unitaria
com o nimero de pontos da rede cristalina na célula unitéria e as opera¢des de simetria origina
um conjunto total de 230 grupos espaciais. No entanto, dado que moléculas bioldgicas, como
as proteinas, sdo inerentemente quirais, isto €, a sua imagem do espelho ndo pode ser
sobreposta a imagem original, estas ndo apresentam as duas referidas operagfes de simetria,
reduzindo para 65 o niumero de grupos espaciais a que os cristais de proteina podem pertencer
(Blow, 2002; Gale 2006).

Como referido anteriormente, o sucesso da determinacdo de estruturas tridimensionais pela
técnica de cristalografia de raios-X depende do desenvolvimento e obtencéo de bons cristais e

consequentemente da sua organizacgdo interna (Blow, 2002).

Deste modo, € essencial encontrar determinadas condi¢bes que permitam uma organizagao
regular das proteinas, formando cristais, metodologia designada por screening.

Para tal, €& necessario variar um grande numero de condicdes experimentais,
nomeadamente pH, tipo e concentracdo de agente precipitante e temperatura. A escolha das
experiéncias mais adequadas deve considerar varios fatores, entre 0s quais o protocolo de
purificagdo, comportamento da proteina e o seu ponto isoelétrico (Carvalho et al., 2009).

A estratégia utilizada para induzir a cristalizacdo de macromoléculas baseia-se em atingir
lentamente um estado de solubilidade minima de modo a alcancar um determinado grau de

sobressaturagéo que facilite o ordenamento das moléculas numa rede cristalina.
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Nos métodos mais comuns de crescimento de cristais de proteina, a proteina purificada é
dissolvida num tampao aquoso que contém um agente precipitante (sendo o sulfato de aménio
e o polietilenoglicol (PEG) os mais comuns), a uma determinada concentracdo, imediatamente
abaixo da concentracdo necessaria para precipitar a proteina. Quando a agua é eliminada por
um processo de evaporagdo controlado, verifica-se um aumento das concentragbes de
proteina e agente precipitante, resultando na precipitacdo da proteina. A precipitagdo lenta
produz cristais de maiores dimensdes, ao invés de um processo de precipitacdo mais rapido
cujo resultado pode ser a formacgé&o de cristais mais pequenos ou a formacdo de um precipitado
amorfo (Gale, 2006).

Teoricamente, a precipitacao deve ocorrer quando a combinagéo entre as concentracdes de
proteina e precipitante excede os valores limiares de solubilidade (Figura 1.14). A formacéao de
cristais ocorre em dois estagios: a nucleacdo, em que se verifica um processo de precipitacdo
lento de forma a favorecer a formacgédo inicial de agregados proteicos, e o crescimento de
cristais, sendo este ultimo verificado aquando da entrada na regido metaestavel (Carvalho et
al., 2009; Romao 1996).
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Figura 1.14. Diagrama de fases para o processo de cristalizagdo de proteinas. O parametro ajustavel
pode incluir: concentracdo de agente precipitante, pH e temperatura, entre outros. No diagrama sao
apresentadas duas regifes distintas: a regido nao saturada e a regido sobressaturada, que inclui a zonas
de nucleacdo, na qual ocorre formagdo de nicleos de cristalizagdo, a zona metaestavel, onde ocorre
crescimento de cristais e a zona de precipitacdo (Adaptado de Gale, 2006).

Existem véarios métodos que podem ser utilizados nos ensaios de cristalizacdo, entre os
guais a Difuséo por Capilar, cristalizagdo em Batch ou Microdidlise, mas 0 método mais comum

€ o de Difuséo de Vapor.

O método de Difusdo de Vapor tem como principio basico estabelecer um equilibrio, num
recipiente fechado, entre uma gota de solucdo de proteina e solugdo precipitante, e um
reservatério que contém solucdo precipitante, cuja concentragdo € Otima para a produgdo de
cristais. Como a concentragdo de precipitante é superior no reservatério e como se trata de um
sistema fechado, a tendéncia para igualar a concentracdo de precipitante na gota e no
reservatorio provoca a difusdo de vapor com transferéncia de agua da solucao de proteina para

o reservatorio.
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Assim, a concentracdo de proteina, presente na gota, aumenta até atingir um valor de
concentracdo 6timo para a formacéo de cristais. O mesmo sucede com a concentracdo de

precipitante.

Quando o equilibrio é atingido, pode formar-se um precipitado amorfo ou microcristalino, ou
em condigbes mais favoraveis material cristalino. Geralmente, ap6s a realizagdo de um
conjunto de ensaios de cristalizagdo é necessario otimizar determinados parametros como pH,
temperatura, concentracao de agente precipitante, uso de aditivos ou seeding, com objetivo de
otimizar as condi¢Bes preliminares, até que se obtenham cristais de boa qualidade e de

dimensbes que permitam a sua manipulagao e difragdo (= 0,05mm) (Gale 2006; Romao, 1996).

Este método inclui a técnica de gota suspensa, onde a gota é colocada numa lamela situada
sobre o reservatdrio, e 0 método de gota assente, em que a gota é colocada numa microponte

localizada no reservatério, como se encontra ilustrado na Figura 1.15.

Protein solution + Precipitant Micro-bridge

Vacuum —=
grease

Precipitant

Figura 1.15. Técnicas de cristalizagdo por difusédo de vapor: técnica de gota suspensa (representada a
esquerda) normalmente utilizada para os ensaios de cristalizagdo realizados manualmente e técnica de
gota assente (representada a direita) geralmente utilizada em ensaios realizados no dispensador
automético de gotas (robot) (Adaptado de Gale, 2006).

ApOs a obtencéo de cristais 0 passo que se segue é a experiéncia de difracdo, que consiste

em incidir um feixe de raios-X no cristal.

1.4.2. Difrac8o de raios-X e Resolugéo da estrutura

Os raios-X, descobertos pelo fisico alemdo Wilhelm Conrad Réntgen, em 1895, sdo
radiacdo eletromagnética, cujo comprimento de onda (A) se situa entre os 0,1 e os 100 A.
Existem vérias fontes utilizadas na producédo de raios-X, entre as quais, o anodo rotativo que
funciona através do bombardeamento de um metal, como cobre, com eletrdes que sao
acelerados por um campo elétrico. Os raios-X sdo emitidos quando os eletrdes transitam de
uma orbital energética externa para uma orbital interna livre, possuindo o comprimento de onda
caracteristico do metal.

Outra fonte de producéo de raios-X séo os tubos de microfoco como IuS (do inglés Incoatec
Microfocus Source), cujo principio de funcionamento é semelhante ao anodo rotativo mas o
ponto focal do feixe de eletrbes do &nodo tem um didmetro reduzido de 20-50 um, revelando-se

uma fonte de elevada intensidade de producéo de raios-X in house.
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No entanto, o Sincrotrdo é a fonte mais poderosa para produzir raios-X. O Sincrotrdo é um
acelerador de particulas, com forma de anel, no qual os eletr6es circulam a elevadas
velocidades e perdem energia sob a forma de radiacédo de raios-X. Uma vez que a radiacédo de
sincrotrao é muito intensa e sintonizavel, o Sincrotrdo apresenta vantagens no sentido em que
melhora a qualidade e rapidez da recolha de dados, sendo também Uutil na resolucdo do
Problema da Fase (Carvalho et al., 2009).

Depois de se terem obtido cristais da proteina de interesse, segue-se a experiéncia de
difracdo e recolha dos dados. Tal consegue-se ao incidir um feixe de raios-X no cristal
originando um padrao de difracdo, de acordo com a organizacéo interna do cristal, que resulta
da interacdo da radiacdo com os eletr6es dos atomos presentes. Os raios-X sofrem dispersao
em todas as direcbes, provocada pelos atomos do cristal, mas, apenas as interferéncias
construtivas (de acordo com a Lei de Bragg) produzem o padrdo de difracdo que é registado
num detetor sob a forma de reflexdes (Carvalho et al., 2009).

Quando o cristal é exposto a feixes de radiacdo de alta intensidade pode sofrer
deterioragdo. A fim de minimizar os efeitos causados pela radiagdo a experiéncia de difracéo é
feita na presenca de uma corrente de azoto gasoso de forma a que o conjunto de dados seja
recolhido a cerca de 100 K. Utiliza-se também uma solugéo crio-protetora, que contém agentes
como glicerol ou paratona, que evita a formacdo de cristais de gelo no interior da rede

cristalina, reduzindo a dispersao de raios-X pelas moléculas de agua.

Deste modo, os cristais devem ser transferidos para a solucdo crio-protetora e de seguida
congelados em azoto liquido sendo depois expostos aos feixes de raios-X (Carvalho et al.,
2009; Gale, 2006).

O fendmeno de difracdo de raios-X foi explicado por Lawrence L. Bragg que demonstrou
gue, durante a experiéncia de difracdo, os atomos constituintes da molécula dispersam a
radiacdo de forma aleatdria. No entanto, existem direcdes preferenciais onde se regista
interferéncia construtiva entre as ondas que sao difratadas pelo cristal e que originam reflexdes
(resultantes da contribuicdo de todos os a&tomos com o mesmo angulo de difragdo) que
constituem o padréo de difracdo (Carvalho et al., 2009; Romé&o, 1996; Wlodawer et al., 2008).

Figura 1.16. Representacdo esquematica da Lei de Bragg (Adaptado de Gale, 2006).
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A lei de Bragg, representada esquematicamente na Figura 1.16, permite prever quando a
interferéncia da radiacdo é construtiva. Para um espaco interplanar (d) e um angulo incidente
(0), as ondas difratadas somam-se (interferéncia construtiva) apenas quando a diferenca de
distancia percorrida por estas for igual a um multiplo do comprimento de onda do feixe de raios-

X. Este fendmeno é descrito pela seguinte equacao:

ni = 2dsin(0)

Segundo Bragg, pode-se imaginar que as reflexdes provém de espelhos que passam por
pontos de rede do cristal, a que se chamam planos de difracdo. Estes planos sado identificados

através de trés indices hkl, denominados por indices de Miller (Blow, 2002; Gale, 2006).

Como referido anteriormente, cada reflexdo corresponde a um feixe de raios-X que é
difratado pelo cristal quando se verifica interferéncia construtiva. As reflexbes séo tratadas
como ondas e caracterizadas por trés grandezas: amplitude (F), a (fase) e A (comprimento de
onda) (Blow, 2002).

Através da relacdo inversa entre 0 espaco de células unitarias no cristal, designado por rede
cristalina, e o espacamento das reflexdes no detetor, designado por rede reciproca, é possivel
determinar no cristal (espaco real) a posicao dos atomos na célula unitaria. A posicao de um
atomo na célula unitaria pode ser definida por um conjunto de coordenadas cartesianas
espaciais (X, y e z), mas no padrdo de difraccdo, correspondente ao espago reciproco, a
posicéo das reflexdes é determinada pelos indices de Miller (h,k, 1), como é possivel visualizar
na Figura 1.17 (Blow, 2002; Gale, 2006).

Real space
Direct space

Reciprocal space

Crystal ! \ | Unit cell
) Fourier
transform
A~
Atoms, structure factors o= and phases
1 o
_ =2mi[hx+ky+lz—¢(hkl
playz) =3 ) |F(hkD|. e ~2rilhxtky+lz=g (kD)
Amplitudes
foed Amplitudes
-0

Figura 1.17. Representacdo esquematica da experiéncia de difracdo de raios-X. Quando o feixe de
radiacdo incide sobre o cristal séo produzidas reflexdes individuais no detetor dando origem a um padréo
de difragédo (Adaptado de Gale, 2006).
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Assim sendo, as reflexdes podem ser descritas como uma série de Fourier (FT) através da

equacao dos fatores de estrutura (Fyy), apresentada de seguida.

Fhkl = fvp(x’ y, Z)e[Zn'i(hx+ky+lz)]dV
FTH| | FT

p(x, y, z) = Z |Fhkl)|. e—2mi (hx+ky+lz—ahkl)
h,k,l
A partir dos fatores de estrutura Fy, € possivel calcular um mapa de densidade eletrénica
(Pxy2)- A analise deste mapa possibilita a identificagéo da localizagdo de cada atomo na célula
unitaria, permitindo determinar as suas coordenadas atomicas (x,y,z) no espaco tridimensional
(Romao, 1996; Wlodawer et al., 2008).

Contudo, a experiéncia de difracdo fornece apenas informacdo da amplitude das ondas
difratadas, pelas intensidades medidas, mas toda a informacgéo da fase (any) é perdida. Assim,
a distribuicdo de densidade eletronica, e consequentemente a estrutura 3D, ndo podem ser
diretamente calculadas, e as fases tém de ser determinadas indiretamente, surgindo o

chamado Problema da Fase em cristalografia (Carvalho et al., 2009).

Existem véarias metodologias utilizadas para a resolucdo deste problema que permitem obter

informacao das fases, ainda que esta seja aproximada, nomeadamente os métodos de:
e Substituicdo Molecular (MR — Molecular Replacement),
e Substituicdo Isomorfica Mdltipla (MIR — Multiple Isomorphous Replacement),

e Dispersdo Andomala Simples ou Multipla (SAD/MAD — Single/Multiple Wavelength

Anomalous Dispersion).

Os métodos de MIR, SAD e MAD séo aplicados quando a estrutura € desconhecida e ndo
se dispde de um modelo estrutural, enquanto que o método de MR ¢é utilizado quando existe
uma estrutura homoéloga aquela que pretendemos estudar, tendo sido este Ultimo o método

utilizado na presente dissertagao.

O método da Substituicdo Isomorfica Mdltipla (MIR) € geralmente conseguido pela
incubacdo de cristais derivatizados com &tomos pesados, que interagem com as cadeias
laterais dos aminoacidos provocando variagBes nas intensidades de difracdo. A diferenca das
amplitudes dos dados nativos e dos derivados isomérficos permite determinar a posicao dos
atomos pesados, o que torna possivel a determinacao de fases e obtencdo de um mapa de
densidade eletrénica (Carvalho et al., 2009).
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Os métodos de Dispersao Andmala, que também recorrem a utilizacdo de atomos pesados,
baseiam-se na detecdo de dispersdo anémala dos raios-X em funcéo do comprimento de onda
do atomo em questdo. A dispersdo anémala resulta da absorcéo de raios-X pelos eletrdes dos
atomos pesados, induzindo a variacdo da intensidade de difracdo, o que permite a estimativa
das fases iniciais (Carvalho et al., 2009).

Se a detegdo do efeito andmalo for realizada a um Unico comprimento de onda, o método
utilizado é o de Dispersdao Andémala Simples (SAD), enquanto que no método de Dispersao

Andmala Mulitpla (MAD) séo efetuadas medicdes a diferentes comprimentos de onda.

Como referido anteriormente, quando existem estruturas resolvidas de proteinas
homoélogas, o método utilizado é o de Substituicdo Molecular, que se baseia na determinacéo
matematica da posicéo correta do modelo da proteina homdloga na célula unitaria da proteina
de estudo. O posicionamento é conseguido através de duas fun¢des, denominadas por funcdes

de rotacéo e translagéo.

A funcéo de rotagdo € utilizada com objetivo de orientar corretamente o modelo na célula
unitéria, que se consegue pela sobreposicdo dos mapas de Patterson da estrutura e do
modelo. O método de Patterson é um meétodo utilizado na determinacdo de estruturas
(obtengéo das fases preliminares) que se baseia no calculo de séries de Fourier, utilizando
como coeficiente 0 médulo dos fatores de estrutura ao quadrado (IFhk.IZ), sendo obtido como
resultado um conjunto de vetores interatdbmicos que permite o conhecimento da posicdo

aproximada dos &tomos, relativamente a célula unitaria (Blow, 2002; Gale, 2006).

De seguida, através da funcdo de translacéo, determina-se a posicao correta do modelo,
por comparacao dos fatores de estrutura calculados (F.;c) com os obtidos experimentalmente
(Fops)- Depois de encontrada a melhor posicéo e orientagdo do modelo utilizam-se as fases
calculadas do modelo, a.,c, para obter o mapa de densidade eletrdnica inicial (Blow, 2002;
Gale, 2006).

1.4.3. Construgédo do modelo, Refinamento e Validacéo

Depois de se obter uma aproximagdo das fases por qualquer um dos métodos referidos
anteriormente procede-se a obtencdo de um mapa de densidade eletrénica, tendo por base

informacao acerca da sequéncia de aminoacidos da proteina (Romao, 1996).

O mapa, por sua vez, pode ser otimizado através da construgdo do modelo e do calculo de
novas fases através de novas Transformadas de Fourier (FT). Este processo leva a uma
melhoria das fases, e consequentemente da densidade eletrénica, permitindo geralmente a

obtencdo de um modelo que explica convenientemente os dados experimentais.

Neste processo iterativo, 0 modelo sofre alteracBes que permitem minimizar as diferencas

entre as amplitudes observadas (|Fqps|) € as amplitudes calculadas (|Fcac|)-
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A qualidade do refinamento pode entdo ser avaliada pelo fator R, um parédmetro que traduz

0 grau de concordancia entre o0 modelo construido e os dados experimentalmente obtidos:

B Z||F obs| — |F calc||
B 3'|F obs|

O valor de R devera ser o menor possivel de modo a demonstrar a proximidade entre as
amplitudes calculadas e observadas. Para estruturas de alta resolugdo espera-se um valor de
R inferior a 20%. Na presenca de valores superiores, revela-se importante examinar
cuidadosamente o modelo, uma vez que podem ter ocorrido erros importantes durante sua a

construcédo e refinamento.

Outro parametro, igualmente importante, € 0 Ry que € determinado de forma semelhante
ao fator R, mas utiliza uma fracdo de dados (5-10%) que s&o excluidos do processo de
refinamento. A comparacéo do fator R e do Rgee € importante, na medida em que esta pode
indicar problemas de interpretacdo do modelo. Se o fator R diminuir, mas 0 Rje h&o
acompanhar a tendéncia podemos estar na presenca de uma sobre-interpretacdo do mapa.
Deste modo, espera-se, para dados de alta resolucéo, que a diferenga entre o fator R € 0 Ryee
nao deva exceder os 5% (Carvalho et al., 2009; Romao, 1996; Wlodawer et al., 2008).

Existem ainda outros parametros a considerar, como o fator B (em AZ), relacionado com a
vibracao térmica de um atomo numa dada posi¢éo, que permite detetar erros locais no modelo,
uma vez que, quando um atomo se encontra mal posicionado, este apresenta um fator B muito
superior comparativamente aos atomos que o rodeiam. Adicionalmente, atomos encontrados
na superficie da proteina e em zonas com maior mobilidade possuem geralmente valores de

fator B superiores aos encontrados no interior na mesma.

Adicionalmente, o diagrama de Ramachandran permite analisar o modelo do ponto de vista
estereoquimico, pois fornece informacdo sobre as conformacdes permitidas para os
aminoécidos, tendo em conta a conformacao do par de angulos diedros em torno do Ca, ¢ e ¥,
na densidade para a qual se encontram ajustados (Gale, 2006; Wlodawer et al., 2008). Por
ultimo, o RMSD (do inglés Root-mean-square deviation) permite avaliar o desvio de pardmetros
geométricos do modelo, como comprimento e angulos de ligacdo, face a valores tedricos
definidos. Para um modelo bem refinado, os valores de RMSD para os comprimentos de

ligac&o e para os angulos de ligacdo, deve encontra-se abaixo de 0,02 A e 3°, respetivamente.

Uma vez concluido o processo de refinamento, procede-se a validacdo, onde se recorrem a
diversos critérios que permitem avaliar os resultados de analise estrutural. Neste passo, podem
ser feitos alguns ajustes finais para que o modelo final possa entdo ser depositado na base de
dados Protein Data Bank (PDB) (Wlodawer et al., 2008).
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A presente dissertacdo tem como principal objetivo contribuir para a clarificacdo do
mecanismo de reacdo da enzima arsenito oxidase (Aio), de um ponto de vista estrutural. Assim
sendo, como alvo deste estudo selecionou-se a molibdoenzima Aio de Alphaproteobacterium
Rhizobium sp.NT-26, um organismo conhecido pela sua capacidade de catalisar a oxidag&o de

arsenito como mecanismo de resisténcia a arsénio.
Foram realizados estudos com a proteina nativa e com varios mutantes.
No que diz respeito aos estudos com a proteina nativa pretende-se:

e Caracterizar estruturalmente a interagdo de compostos analogos ao substrato, através
da visualizacdo de estados intermédios de reacdo no centro ativo da enzima, por
cristalografia de raios-X. Para tal, € necessario sobre-expressar em E. coli e purificar a
proteina, e realizar ensaios de cristalizacdo, com vista a obtencdo da estrutura
tridimensional. Todos estes passos foram realizados no laboratério de Cristalografia de
proteinas do UCIBIO-REQUIMTE, FCT-UNL.

Os estudos com mutantes apresentam como objetivo avaliar o papel desempenhado por
residuos especificos, que se pensa estarem envolvidos no mecanismo de transferéncia

eletrénica desencadeado pela oxidacao de arsenito, o que implica:

e Caracterizar estruturalmente os mutantes AicA Q726G e AioB F108A e analisar
possiveis alteracdes induzidas pelas mutacdes, por cristalografia de raios-X. A
concretizacdo deste objetivo intermedidrio pressupde a expresséo, purificacdo e
cristalizacdo dos mutantes, de forma a possibilitar a obtencdo das respetivas estruturas
tridimensionais. Estes mutantes foram obtidos anteriormente pela Professora Joanne
Santini no Institute of Structural and Molecular Biology da University College of London,
com a qual se estabeleceu uma colaboracédo para a presente dissertacdo, e as etapas
mencionadas foram realizadas no laboratério de Cristalografia de proteinas do UCIBIO-
REQUIMTE, FCT-UNL.

e Averiguar o efeito das respetivas mutagfes na atividade enzimatica da arsenito oxidase
por espetroscopia de UV-Visivel, através da realizagdo de ensaios cinéticos, também

estes efetuados no laboratério de Cristalografia de proteinas.

e Realizar mutagénese dirigida para a obtencédo de outros mutantes da subunidade AioA,
nomeadamente D169A/N e E453A/Q. Este procedimento foi realizado no Institute of
Structural and Molecular Biology sob supervisdo e orientacdo da Professora Joanne

Santini.
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3. Materiais e Métodos
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Os procedimentos experimentais descritos nas seccdes 3.1 e 3.7 resultaram da colaboracdo
realizada com a Professora Joanne Santini do Institute of Structural and Molecular Biology,
University College of London no Reino Unido, onde foi executada a componente de biologia
molecular deste trabalho, nomeadamente a escolha da estirpe bacteriana e plasmideo,
clonagem, composi¢éo dos meios e condigbdes de crescimento, e realizagdo de mutagénese

dirigida.
3.1. Clonagem dos genes aioBA de Rhizobium sp. NT-26

Os genes aioB e aioA (aioBA) de NT-26 foram amplificados sem a sequéncia Tat nativa,
gue codifica os primeiros 40 aminoacidos da subunidade AioB, e clonados, em trabalho anterior
pela Professora Joanne Santini, no vetor de expressao pPROEX-Htb (Invitrogen) que contém
locais de restrigdo para as enzimas EcoRI e Pstl. As sequéncias de oligonucleétidos (primers),
utilizados para a clonagem dos genes aioBA, encontram-se apresentadas de seguida na
Tabela 3.1. A informagéo adicional relativa ao procedimento de clonagem dos genes aioBA
encontra-se apresentada em Anexo (Figura 7.4) (Warellow et al., 2013).

Tabela 3.1. Sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo dos genes aioB e aioA de NT-26. As

sequéncias de reconhecimento das enzimas de restricdo EcoRI e Pstl, encontram-se destacadas nas
sequéncias dos primers forward e reverse, respetivamente.

Primer Forward 5- GCGAATTCAAGCTACCGCGGCGGCAGGGGTC- &
Primer Reverse 5- GCCTGCAGTCAAGCCGACTGGTATTCTTTCGA- 3

O constructo utilizado para a expressédo dos genes em estudo encontra-se apresentado na
Figura 3.1, no qual se verifica a presenca de uma cauda de residuos de histidina na

extremidade N-terminal do gene aioB.

Promotor Promotor
Lacl? lac 1 Trc His-Tag  aioB aioA

(NS ————

Figura 3.1. Constructo utilizado para expresséo dos genes aioA e aioB. Os genes aioA e aioB codificam
as subunidades AioA e AioB, respetivamente. Os genes sdo co expressos sobre controlo do promotor Trc,
indutivel por IPTG. Encontra-se também representada a cauda de residuos de histidina (His-Tag)
presente na extremidade N-terminal do gene aioB.

3.2. Expresséao Heter6loga da arsenito oxidase de Rhizobium sp. NT-26

A expressao da Aio nativa e dos mutantes AioA Q726G e AioB F108A foi conseguida com

recurso a um protocolo descrito pelos colaboradores deste projeto (Warellow et al., 2013).

A transformacao de células competentes da estirpe DH5a de Escherichia coli com DNA
plasmidico foi realizada num ambiente estéril. Tendo em conta o protocolo utilizado,
inicialmente foram pipetados 50 pL de células competentes DH5a para dois eppendorfs,
previamente arrefecidos, a um dos quais se adicionou 1 uL de DNA plasmidico Aio, servindo o
outro eppendorf como controlo da reacdo de transformacao.
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A mistura foi incubada em gelo durante 30 minutos, posteriormente incubada a 42 °C durante
40 segundos e, de seguida, colocada novamente em gelo durante 5 minutos. Terminado este
periodo, adicionou-se a cada eppendorf 500 uL de meio de cultura LB e incubou-se durante 1
hora a uma temperatura de 37 °C com agitacdo a 180 rpm (Orbital Shaker-Incubator ES-20,
Grant-Bio). O produto obtido aquando da transformacéo foi plaqueado em placas de LB-agar
com 100 pg/mL de amplicilina (AMP). As placas foram posteriormente incubadas a uma
temperatura de 37 °C durante a noite (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Grant-Bio), tendo
depois do aparecimento de colénias transformantes sido armazenadas a uma temperatura de 4
°C.

Aquando da realizacdo da expressao, inicialmente inocularam-se clones provenientes da
transformacéo em 3 mL de meio de cultura LB (consultar Anexo 4, Tabela 7.2) suplementado
com 100 yg/mL AMP e o mesmo foi incubado a 37 °C, com agitacdo a 180 rpm durante 7 horas
(Orbital Shaker-Incubator ES-20, Grant.bio). Terminado o primeiro periodo de incubacéo, foram
transferidos 2 mL de cultura para 100 mL de meio de cultura LB (em erlenmeyers de 500 mL)
suplementado com 100 pug/mL AMP e 0,5 mM de molibdato de sdédio (Na,Mo0O,.2H,0),
procedendo-se de seguida a incubagéo das culturas a 37 °C com agitacdo a 180 rpm durante a

noite (Shaker Gallenkamp).

No dia seguinte, foi adicionado 25 mL do pré-in6culo a 500 mL de meio de cultura LB (em
erlenmeyers de 2 L) suplementado com 100 pg/mL AMP, 0,5 mM Na,M00O,.2H,0 e 40 uyM
IPTG e incubou-se a uma temperatura de 21 °C, com agitacdo a 180 rpm durante 24 horas.
Terminado o periodo de inducgéo, as culturas foram colocadas em gelo durante 15 minutos e de
seguida centrifugadas durante 12 minutos, a uma temperatura de 8 °C e a 6000 rpm (Rotor JA-
10, Avanti J-26 XPI, Beckman Coulter). O sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi

guardado a -20 °C para posterior purificagéo.

3.3. Purificagdo da arsenito oxidase de Rhizobium sp. NT-26

A purificacdo da arsenito oxidase nativa e dos mutantes AioA Q726G e AioB F108A foi
conseguida recorrendo a diferentes etapas de purificacdo, otimizadas anteriormente no
Laboratério de Cristalografia de Proteinas, pela Doutora Alexandra Marques, de acordo com as

condicdes experimentais descritas em Warellow et al., 2013.

Os pellets provenientes da expressado heteréloga em Escherichia coli, foram inicialmente
ressuspendidos em 30 mL de tampé&o de ligacdo (20 mM tampao fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e
20 mM imidazole), e de seguida, transferidos para tubos de 50 mL (Nalgene) para
centrifugacdo durante 10 minutos, a uma temperatura de 4 °C e a 10000 rpm (Rotor JA25-50,
Avanti J-26 XPI, Beckman Coulter). As células recolhidas foram ressuspendidas em 10 mL de
tampéao da reacdo de ligacdo por grama de células obtido. Posteriormente, procedeu-se a lise
celular por sonicacdo (UP100H//Tip MS7, Hielscher Ultrasonics) tendo para tal sido realizadas
6 passagens com duragdo de 1 minuto (ciclo= 0,5 e amplitude= 80%) e intervalo de 1 minuto

entre cada passagem.
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O extrato total obtido foi centrifugado durante 20 minutos, a 4 °C e a 16000 rpm (Rotor
JA25-50, Avanti J-26 XPI, Beckman Coulter) de forma a separar as fracdes solGvel e insoltvel.
De seguida, recolheu-se o sobrenadante, correspondente a fracdo soluvel, e o mesmo foi

colocado em gelo.

3.3.1. Cromatografia de afinidade por ides metalicos e dialise

Uma vez obtida a fracdo solGvel, procedeu-se a primeira etapa de purificacéo através da
realizacdo de uma cromatografia de afinidade por i6es metalicos imobilizados (IMAC do inglés
Immobilized Metal lon Affinity Chromatography), devido a elevada eficicia deste método para

separacao de proteinas que possuem caudas de residuos de histidina.

Para tal, adaptou-se uma coluna de niquel His-Trap'™ (GE-Healthcare), previamente
equilibrada com tampéo de ligagdo (20 mM tampéo fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 20 mM
imidazole), que promove a intera¢éo da cauda de histidinas da proteina com os i6es de niquel
imobilizados na coluna, ao sistema de HPLC AKTA START (GE-Healthcare), tendo utilizado o
programa UNICORN™ start 1.0 para determinar os parametros e monitorizar o processo de
purificagdo. Primeiramente, o extrato celular foi carregado na coluna a um fluxo de 2 mL/min.
De seguida, a coluna foi lavada com 100 mL de tampéo de ligagéo, utilizando um fluxo de 3
mL/min, verificando-se que, depois da passagem deste volume, a absorvancia a 280 nm é
bastante baixa e ndo apresenta variagdes significativas. Posto isto, e apds separacdo dos
constituintes que apresentam baixa afinidade para os i6es de niquel imobilizados na coluna,
procedeu-se a eluicdo da proteina através do aumento da forca iénica, tendo para tal utlizado o
tampéo de eluigdo (20 mM tampéo fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 0,5 M imidazole).

As fracdes recolhidas foram posteriormente analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢cBes desnaturantes (SDS-PAGE). Para este fim, foi preparado um gel
de Tris-Tricina (12,5% de poliacrilamida) no qual foram carregadas amostras de 20 pL (10 pL
de amostra e 10 uL de loading buffer) previamente aquecidas a uma temperatura de 100 °C
durante 5 minutos. Aplicou-se uma corrente de 200 V e 200 mA durante cerca de 45 minutos
até se verificar uma boa separacdo dos componentes do marcador de pesos moleculares (NZY
Colour Protein Marker Il, NZYTech).

Apé6s analise das fracBes recolhidas por eletroforese em condi¢cdes desnaturantes, foram
escolhidas as fragBes que continham as duas subunidades da proteina (AioA e AioB) para
clivagem enzimatica com Tobacco Etch Virus (TEV) e posterior didlise, visando a remocédo da

cauda de histidinas na subunidade AioB.

Posto isto, adicionou-se 1 mL de TEV 1 mg/mL a fragao total de proteina (constituida pelas
fracdes escolhidas apds andlise por SDS-PAGE) e a mesma foi dialisada numa membrana de
3500 Da durante a noite, a uma temperatura de 4 °C contra tampéo de clivagem da TEV (20
mM tampéo fosfato pH 7,3; 0,2 M NaCl; 20 mM imidazole, 1 mM EDTA e 1 mM DTT).
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3.3.2. Cromatografia de afinidade por ides metalicos e dessalinizacao

Apés dialise com TEV durante a noite, a solucao de proteina dialisada foi transferida para
eppendorfs de 1,5 mL e, de seguida centrifugada durante 10 minutos, a uma temperatura de 4
°C e a 10000 rpm de forma a eliminar qualquer precipitado existente. De seguida, transferiu-se
0 sobrenadante para um concentrador (Centricon Vivaspin® Turbo 15 de 5kDa, Sartorius) para

realizar a troca para o tampéao de ligagao.

Adaptou-se novamente uma coluna de niquel His-TrapTM (GE-Healthcare), previamente
equilibrada com tampéo de ligacdo, ao sistema de HPLC AKTA START (GE-Healthcare).
Primeiramente, a solucdo de proteina foi carregada na coluna a um fluxo de 1 mL/min e iniciou-
se a lavagem da coluna com um fluxo de 2 mL/min com tamp&o de ligacdo, monitorizando
continuamente 0 aumento da absorvancia a 280 nm para proceder a recolha de fracdes. As
fracdes de proteina que continham as subunidades AioAB foram recolhidas na fase inicial de
flow-trough e posteriormente concentradas (Centricons Vivaspin® Turbo 15 de 5kDa, Sartorius)
em tampdo de ligagéo, realizando sucessivas centrifugagdes até se atingir um volume inferior a

4,5 mL, para posterior injecdo da amostra em trés colunas His-Trap Desalting (GE-Healthcare).

Posto isto, adaptaram-se trés colunas His-Trap Desalting, conectadas em série e
previamente equilibradas numa nova solu¢do tampao (50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NacCl)
ao sistema de HPLC AKTA START (GE-Healthcare) e utilizou-se novamente o programa
UNICORN™ start 1.0. A solugéo de proteina foi carregada na coluna, utilizando um fluxo de 2
mL/min e recolheram-se as fra¢des de proteina quando se monitorizou um aumento do valor da

absorvancia a um comprimento de onda de 280 nm.

A realizacdo da etapa de dessalinizacdo, teve como propdsito a permuta do tampédo de
ligagdo para a solugdo tampdo de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NaCl, para posterior

realizagcdo da Ultima etapa de purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular.

ApOs dessalinizagdo, a amostra de proteina foi novamente concentrada (Centricons
Vivaspin® Turbo 15 de 5kDa, Sartorius) para um volume final de 500 pL. Por ultimo, a amostra
de proteina concentrada foi centrifugada durante 10 minutos, a uma temperatura de 4 °C e
10000 rpm (MiniSpin® Plus, Eppendorf), recolhendo o sobrenadante, que foi guardado durante

a noite em gelo a uma temperatura de 4 °C.

3.3.3. Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusédo molecular € um método de purificagdo que visa a separacao de

diversos constituintes de uma mistura de acordo com a sua massa molecular.

Aquando da realizagdo da cromatografia de exclusdo molecular foi utilizada uma coluna
Superdex 200™ 10/300 GL (GE-Healthcare), acoplada ao cromatégrafo Shimadzu, tendo
utilizado o programa Lab Solutions para delinear o método de purificacdo, no qual foi sempre

aplicada uma presséo inferior a 2.0MPa.
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A coluna Superdex 200™ 10/300 GL foi inicialmente lavada com cerca de 100 mL de agua
Milli-Q filtrada e de seguida equilibrada com cerca de 100 mL de solucdo tampédo de 50 mM
Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NacCl, utilizando um fluxo de 0,5 mL/min. Posteriormente, a solucéo
de proteina foi carregada na coluna utilizando um fluxo de 0,5 mL/min e eluida, monitorizando a

absorvancia a um comprimento de onda de 280 nm.

As fracBes recolhidas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em

condi¢des desnaturantes, de forma idéntica ao anteriormente mencionado.

Por ultimo, juntaram-se as fragdes que continham ambas as subunidades AioA e AioB e a
amostra de proteina foi novamente concentrada, determinando a sua concentracdo final
através da Lei de Lambert-Beer, utilizando o Nanodrop SpectraMax190 (Molecular Devices)
acoplado ao programa SoftMax® Pro Softwares. A aliquota final obtida foi armazenada a -80
°C.

3.4. Ensaios de cristalizag&o e soaking

A cristalizacdo da arsenito oxidase nativa e mutantes AioA Q726G e AioB F108A, foi
conseguida utilizando uma condi¢do de cristalizagdo previamente determinada e otimizada no
laboratério de Cristalografia de Proteinas contendo: 0,1 M tampédo HEPES de sddio pH 7,0 —
8,0, 2% PEG 400 e 2 M sulfato de amanio [(NH,4),S04]. Os ensaios de cristalizacdo foram
realizados utilizando uma mistura de duas solu¢des de cristalizagdo com valores de pH a 7,0 e

8,0, em diferentes proporg¢ées, como descrito na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Proporcao de solucdes precipitantes utilizadas para os ensaios de cristalizacdo da arsenito
oxidase de NT-26.

Proporgéo de solugéo utilizada no

Solucdo de cristalizagéo ensaio (%)

0,1 M tamp&o HEPES de sddio pH 7,0; 2% PEG 400

e 2 M (NH2)>S0s 100 80 60 40 20 0

0,1 M tamp&o HEPES de sddio pH 8,0; 2% PEG 400

e 2 M (NH2),S0s 0 20 40 60 80 100

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados através do método de difusdo de vapor e da
técnica de gota assente em placas de 24 reservatérios (XLR, Molecular Dimensions), utilizando
uma proporcdo de gota de 2 uL de proteina, a uma concentra¢do de 12,15 mg/mL, e 1 pL de
solugdo precipitante, e um volume de 500 pL de solugdo precipitante no reservatorio. Os
ensaios foram realizados as temperaturas de 4 °C e 20 °C e a visualizagdo das gotas foi

efetuada com recurso a um microscopio 6ptico (modelo SZH10, Olympus).

Na tentativa de descobrir novas condi¢bes de cristalizagdo favoraveis foi também realizado
um screening, isto é, uma variacdo de varias condicdes experimentais. Para tal, testaram-se os
sreens 80! (baseado no screen de Jancarik et al.,1991) e Salt-Rx (consultar Anexo 5, Tabela

7.3) utilizando o robot de cristalizacéo Oryx8 (Douglas Instruments).
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Aquando da realizacdo dos ensaios de cristalizacdo, a uma temperatura de 20 °C, foram
adicionados 50 pL de solugdo precipitante a cada um dos 96 reservatérios da placa de
cristalizacao, e foi escolhida uma proporcao de proteina:solucéo precipitante de 3:1, utilizando
uma aliquota de proteina, previamente purificada, a uma concentracao final de 15 mg/mL. A
visualizacdo das gotas foi efetuada com recurso a um microscopio 6ptico (modelo SZH10,
Olympus).

No decurso de uma avaria na cAmara de cristalizagédo de 4°C, que provocou uma subida de
temperatura gradual até cerca de 30 °C, verificou-se o aparecimento de cristais em gotas que
tinham sido realizadas duas semanas antes. Deste modo, de forma a perceber se a variacédo
de temperatura influenciava a formacao de cristais de arsenito oxidase, foram realizados novos
ensaios de cristalizacédo, utilizando a misturas de solucfes precipitantes apresentada na Tabela
3.2, mas realizando varios ciclos de variacdo de temperatura, que se encontram sumariados na
Tabela 3.3, apresentada de seguida.

Tabela 3.3. Ensaios de variacdo de temperatura testados na realizacdo de ensaios de cristalizagdo da
arsenito oxidase.

Ensaio Temperatura (°C) Tempo de permanéncia das gotas
4 (realizacao das gotas) 1 semana
20 6 horas
1 30 12 horas
20 6 horas
4 Até se verificar aparecimento de cristais
30 (incubacéo da proteina) 30 minutos
2 20 (realizagao das gotas) 1 hora
4 Até se verificar aparecimento de cristais
30 (incubacao da proteina) 5 minutos
3 . e . —
4 Até se verificar aparecimento de cristais
20 (realizag&o das gotas) Overnight
30 24 horas
4 20 6 horas
4 Até se verificar aparecimento de cristais
4 (realizacéo das gotas) 1 hora
10 2 horas
16 2 horas
22 2 horas
5 30 2 horas
22 2 horas
16 2 horas
10 2 horas
4 Até se verificar aparecimento de cristais

Para os melhores cristais obtidos de Aio nativa, foram realizados soakings. Os cristais foram
inicialmente incubados com 4 pL de uma solugdo de 50 mM de ferricianeto de potassio
[K3(Fe(CN)g], 0,1 M HEPES de sddio pH 7,5; 2% PEG 400 e 2.2 M sulfato de aménio, durante

um periodo de 30 minutos.
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De seguida, foi adicionado, aos mesmos cristais, 8 yL de uma solugdo de 10 mM de
tartarato de antiménio e potassio tri-hidratado (CgH4K,0,,Sh, « 3H,0), 0,1 M HEPES de sédio
pH 7,5; 2% PEG 400 e 2,2 M (NH,),S0,, realizando diferentes tempos de incubacdo em

diferentes cristais, nomeadamente de 1 hora ou 2 horas e 30 minutos.

Terminado o periodo de incubagédo, os cristais foram estabilizados numa solugédo de
harvesting buffer de 0,1 M HEPES de sddio pH 7,5; 2% PEG 400 e 2,2 M sulfato de aménio,
cuja concentracdo de agente precipitante é superior comparativamente a utilizada na condigcéo
de cristalizag&o, e de seguida, transferidos para uma solug&o crio-protetora de 0,1 M HEPES
de sddio pH 7,5; 2% PEG 400, 2,2 M sulfato de aménio e 20 % glicerol.

Os melhores cristais obtidos para os mutantes AioA Q726G e AioB F108A foram também
estabilizados na solugcdo de harvesting buffer e transferidos para uma solugéo crio-protetora

com 20% de glicerol.

3.5. Recolha de dados de difracdo de raios-X e resolucdo da estrutura
tridimensional

Os cristais foram arrefecidos a temperaturas criogénicas, através da utilizacdo de azoto
liquido, e analisados por radiagdo de Sincrotdo nas linhas PXIll do Swiss Light Source (SLS)
em Villigen, Suiga (em Novembro de 2015 e Abril de 2016) e ID23-1 do European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) em Grenoble, Franca (em Mar¢o de 2016).

Apos recolha de dados de difracdo de raios-X, procedeu-se ao tratamento dos mesmos
através de diferentes programas informaticos, com intuito de obter a estrutura tridimensional
das proteinas. Para tal, foi inicialmente utilizado o programa XDS para realizar o
processamento dos dados recolhidos, através do qual é feita a indexacdo das reflexfes
medidas e respetivas intensidades (l,), € mediante um processo de penalizacdes € possivel

escolher qual a célula unitaria que melhor se adequa as reflexdes recolhidas (Kabsch, 2010).

De seguida, procedeu-se ao tratamento dos dados previamente indexados através do
conjunto de programas CCP4 (do inglés Collaborative Computational Project, Number 4)
(Dodson et al.,1997). Os dados foram primeiramente processados com recurso ao programa
Aimless que permite identificar o grupo espacial a que pertence o cristal (tendo em conta as
auséncias sisteméticas), faz um escalonamento dos dados e indica varias estatisticas

ilustrativas da qualidade dos dados de difracdo (Evans, 2006).

A resolucdo do Problema da Fase através do método de Substituicdo Molecular conseguiu-
se com recurso ao programa Refmac5 (Murshudov et al., 2011). Realizou-se um refinamento
de corpo rigido (rigid body refinement) utilizando como modelo homdlogo uma estrutura
tridimensional da Aio do mesmo organismo, previamente obtida no Laboratério de
Cristalografia de Proteinas, jA que ndo se verificou uma alteracdo no grupo espacial ou

constantes da célula unitaria dos varios cristais medidos.
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As estruturas obtidas foram refinadas utilizando o programa Refmac5h, visualizando e
ajustando a densidade eletrénica, apés cada ciclo de refinamento, através do programa Coot
(Emsley & Cowtan, 2004). Os mapas de densidade eletrénica e densidade anémala foram
gerados a partir dos programas CAD e FFT, e as imagens obtidas foram geradas no programa
de visualizacdo molecular Pymol (DelLano, 2002; Read & Schierbeek 1988).

3.6. Ensaios cinéticos por Espetroscopia de UV/Visivel

Os ensaios cinéticos foram realizados para a Aio nativa e mutantes AicA Q726G e AioB
F108A, visando como principal objetivo a determinacdo da atividade especifica de forma a
inferir o efeito das mutacgdes realizadas na atividade da proteina e no respetivo mecanismo de

transferéncia eletrénica.

O procedimento experimental descrito foi baseado em informacao descrita anteriormente na
literatura e em informac&o fornecida pela Professora Joanne Santini (Institute of Structural and
Molecular Biology, University College of London) (Warellow et al., 2013).

Os ensaios cinéticos de espetroscopia de UV/Visivel foram conduzidos a uma temperatura
de 25 °C, monitorizados no espetrofotdmetro Ultrospec 2100 (Amersham Biosciences) e foram
utilizadas células de quartzo de 1 mL (Hellma). Os ensaios foram realizados através da
monitorizacdo da redugéo de DCPIP (2,6- Diclorofenolindofenol) a um comprimento de onda de
600 nm. Como substrato da reacao foi utilizada uma solucdo de arsenito de sddio (NazAsOs) a
pH 8,0.

Aquando da realizagdo dos ensaios cinéticos utilizou-se 20 pg/mL de proteina numa
solucdo tampéo de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NacCl; 300 yM DCPIP numa solugéo
tamp&o de 50 mM MES pH 5,5 e 2,5 mM arsenito de sédio pH 8,0.

Foram inicialmente pipetados para a célula de quartzo 900 pL de solugdo tampéo 50 mM
MES pH 5,5; 80 uL DCPIP 3,75 mM, dissolvido em tamp&o MES pH 5,5, e 10 uL de proteina a
uma concentracdo de 2 mg/mL, monitorizando continuamente a absorvancia a 600 nm.
Verificada a estabilizacdo da absorvancia, apos adicdo de proteina e DCPIP, foram pipetados
10 L de arsenito de sédio 250 mM, monitorizando depois o decréscimo da absorvancia a 600

nm decorrente da oxidacao do substrato e consequente reducédo de DCPIP.

Para cada proteina de estudo, nomeadamente AioAB nativa, AioA Q726G e AioB F108A, os

ensaios foram realizados na forma de replicados técnicos.

3.7. Mutagénese dirigida da subunidade AioA

A realizacdo de mutagénese dirigida em residuos especificos da subunidade AioA da
arsenito oxidase de Rhizobium NT-26 teve como objetivo a obtencdo de diversos mutantes de
forma a inferir o efeito das mutagcdes em residuos alvo, localizados perto do cofator de

molibdénio (Moco) e do centro de [3Fe-4S] desta subunidade.
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No presente estudo foram elaborados varios mutantes, nomeadamente D169A/N e
E453A/Q. Este procedimento foi realizado inicialmente no laboratério da Professora Joanne
Santini, sob a sua orientacdo, e posteriormente no laboratério de Cristalografia de Proteinas,

sob orientacao da Professora Teresa Santos-Silva.

O plasmideo recombinante obtido através da clonagem dos genes aioA e aioB (aioBA), no
vetor de expressdo pPROEX-HTb (Invitrogen), foi utilizado como molde para mutar os residuos
de interesse: Aspl69 e Glu453, pelo método de PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction)

utilizando o kit de mutagénese dirigida QuikChange® Il XL (Aligent).

Para tal, inicialmente foram desenhadas duas sequéncias complementares de
oligonucledtidos que continham as mutacbes desejadas, para cada um dos mutantes em
estudo, encontrando-se as sequéncias apresentadas na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Sequéncias de oligonucleétidos utilizadas para a reagdo de amplificacdo dos varios mutantes

em estudo. Os coddes que codificam amino4cidos para as diferentes mutacdes encontram-se destacados
em cada uma das sequéncias de oligonucledétidos.

Mutante em estudo Sequéncia de oligonucleétidos (5’-3’)

CGTATCGGCCTTTGCCCATGGCGGTGC (Forward)
GCACCGCCATGGGCAAAGGCCGATACG (Reverse)

GGCGGACACCAGGCAGGCTATGTGCG (Forward)

AioA D169A

AloA E453A CGCACATAGCCTGCCTGGTGTCCGCC (Reverse)

AioA D169N CGTATCGGCCTTTAACCATGGCGGTGCAGG (Forward)
CCTGCACCGCCATGGTTAAAGGCCGATACG (Reverse)

AioA E453Q GGCGGACACCAGCAAGGCTATGTGCGCC (Forward)

GGCGCACATAGCCTTGCTGGTGTCCGCC (Reverse)

3.7.1. Reacdo de amplificacdo com recurso ao kit QuikChange® Il XL

A reacao de amplificacdo, para cada um dos mutantes, foi realizada para um volume final de
25 pL, tendo sido pipetados 19 pL de agua Milli-Q, previamente autoclavada, 2,5 pyL de
Reaction Buffer 10x (fornecido no kit), 1,5 uL de reagente QuikSolution (fornecido no kit), 0,5 pL
de dNTP mix (fornecido no kit), 10 ng de DNA molde de cadeia dupla, 125 ng de cada um dos
primers (forward e reverse) e por ultimo adicionou-se 0,5 yL de DNA polimerase PfuUltra HF
(2,5 U/uL). De seguida, o programa de amplificacdo foi realizado num termociclador
(Mastercycler personal, Eppendorf), encontrando-se os parmetros utilizados apresentados na
Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Parametros utilizados na reacao de amplificacéo para o kit QuikChange® Il XL.

Segmento Numero de ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 1 95 1 minuto
95 50 segundos
2 19 60 50 segundos
68 5 minutos e 30 segundos
3 1 68 7 minutos
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Terminada a reacdo de amplificacdo, adicionou-se a cada produto de reacdo 1 uL da
enzima Dpnl (fornecida no kit), desencadeando, assim, a digestdo da cadeia de DNA utilizada
como molde. De seguida, as misturas de reagéo foram brevemente centrifugadas (short spin)
numa microcentrifuga (MiniSpin® Plus, Eppendorf) e incubadas a 37 °C (BD-56,Binder) durante

2 horas.

3.7.2. Transformacao de células competentes XL10-Gold

A transformacéo de células competentes XL10-Gold, fornecidas no kit QuikChange® Il XL
(Aligent) foi realizada em ambiente estéril. Inicialmente, para cada um dos mutantes em estudo,
foram pipetados 45 pL de células competentes XL10-Gold para um falcon estéril, de seguida
adicionou-se 2 pL de B-Mercaptoetanol (fornecido no kit) e incubou-se durante 10 minutos em

gelo.

Posteriormente, adicionou-se 2 pL do produto da reacdo de amplificagdo e incubou-se
novamente em gelo durante 30 minutos, seguindo-se a incubacéo da mistura de reacédo a 42
°C durante 30 segundos. De seguida, adicionou-se 500 uL de meio de cultura LB e incubou-se

durante 1 hora a 37 °C com agitacdo a 180 rpm (Innova 4230, New Brunswick Scientific).

O produto obtido aquando da transformacéo foi plagueado em placas de LB-agar com 100
ug/mL de ampicilina (AMP). As placas foram posteriormente incubadas a uma temperatura de

37 °C durante a noite.

3.7.3. Otimizacéo de condi¢cdes no procedimento de mutagénese dirigida

Tendo-se verificado em diversas tentativas a auséncia do aparecimento de col6nias
transformantes para 0s mutantes D169A/N e E453A/Q, foram encomendadas novas
sequéncias de oligonucleétidos, apresentadas de seguida na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Novas sequéncias de oligonucledétidos utilizadas para a realizacdo de mutagénese dirigida e

obtencao dos mutantes D169A, E543A, D169N e E453Q. Os coddes que codificam aminoacidos para as
diferentes muta¢des encontram-se destacados em cada uma das sequéncias de oligonucledtidos.

Mutante em estudo Sequéncia de oligonucleétidos (5’-3’)

CATCGTATCGGCCTTTGCCCATGGCGGTGCAGGCG (Forward)
CGCCTGCACCGCCATGGGCAAAGGCCGATACGATG (Reverse)

GCCTTGGCGGACACCAGGCAGGCTATGTGCGC (Forward)

AioA D169A

AloA E453A GCGCACATAGCCTGCCTGGTGTCCGCCAAGGC (Reverse)

AioA D169N CATCGTATCGGCCTTTAACCATGGCGGTGCAGGCG (Forward)
CGCCTGCACCGCCATGGTTAAAGGCCGATACGATG (Reverse)

Ai0A E453Q GCCTTGGCGGACACCAGCAAGGCTATGTGCGC (Forward)

GCGCACATAGCCTTGCTGGTGTCCGCCAAGGC (Reverse)

Utilizando as novas sequéncias de oligonucleétidos realizou-se novamente a reagdo de
amplificacéo e transformacao de células competentes, de acordo com o procedimento referido
anteriormente. No entanto, terminado este procedimento ndo se verificou o aparecimento de

colénias transformantes para nenhum dos mutantes em estudo.
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Posto isto, na tentativa de obter os mutantes D169A/N e E453A/Q, recorreu-se a utilizacao
do kit de mutagénese dirigida NZYMutagenesis Kit (NZYTech), utilizando novamente as
sequéncias de oligonucledtidos apresentadas na Tabela 3.6. Este procedimento foi realizado
no laboratério de Cristalografia de Proteinas do UCIBIO-REQUIMTE (FCT, UNL).

3.7.4. Reacdao de amplificacdo com recurso ao kit NZYMutagenesis

A reacdo de amplificacdo, para cada um dos mutantes, foi preparada para um volume final
de 50 L, tendo sido pipetados 40 uL de agua Milli-Q, previamente autoclavada, 5 uL de
Reaction Buffer 10x (fornecido no kit), 1 yL de dNTP mix (fornecido no kit), 60 ng de DNA
molde de cadeia dupla, 125 ng de cada um dos primers (forward e reverse) e por Ultimo
adicionou-se 1 uL de DNA polimerase NZYProof (2,5 U/uL).

O programa de amplificagdo foi realizado num termociclador (My Cycler, Biorad), utilizando

0s pardmetros apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Parametros utilizados na reacao de amplificacdo com o kit NZYMutagenesis.

Segmento Namero de ciclos Temperatura (°C) Tempo
1 1 95 2 minutos

95 1 minuto

2 18 60 1 minuto
68 11 minutos
3 1 68 15 minutos

A eficiéncia de amplificacdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v),
utilizando NZYLadder 1l (NZYTech) como marcador de pesos moleculares. A cada 10 uL de
produto de reacdo de amplificacdo foram adicionados 2 uL de loadding buffer Orange G
(NZYTech). Aplicou-se uma corrente constante de 100 V durante cerca de 60 minutos e 0s

resultados foram visualizados no aparelho GelDoc (Biorad).

De igual modo ao realizado para o kit QuikChange® I XL, terminada a reacdo de
amplificacdo, adicionou-se a cada produto de reacdo 5 pyL da enzima Dpnl. De seguida, as
misturas de reacdo foram brevemente centrifugadas (MiniSpin® Plus, Eppendorf) e incubadas a
37 °C (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Grant-Bio) durante 2 horas.

3.7.5. Transformacgao de células competentes DH5a

A transformacgdo de células competentes da estirpe DH5a de E. coli foi realizada em
ambiente estéril. Inicialmente, para cada um dos mutantes, foram pipetados 100 pL de células
competentes DH5a para um eppendorf estéril, de seguida adicionou-se 20 uL do produto da
reacdo de amplificag&o tratado com Dpnl e incubou-se em gelo durante 30 minutos, seguindo-

se a incubacéo da mistura de reacéo a 42 °C durante 40 segundos.
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De seguida, adicionou-se 900 pL de meio de cultura LB e incubou-se durante 1 hora a 37 °C
com agitacdo a 180 rpm (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Grant-Bio). Terminado o periodo de
incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm durante 1 minuto, removendo

posteriormente 950 uL de sobrenadante.

As células foram gentilmente ressuspendidas no volume restante e o produto obtido
aquando da transformacéao foi plaqueado em placas de LB-agar com 100 ug/mL de ampicilina

(AMP). As placas foram posteriormente incubadas a 37 °C durante a noite.

Tendo-se verificado, no dia seguinte, o aparecimento de colonias transformantes para os
varios mutantes em estudo, procedeu-se ao isolamento de DNA plasmidico, a partir de uma
Unica colénia, com recurso ao kit NZYMiniprep (NZY Tech). A quantificagdo dos plasmideos
recombinantes foi efetuada através do Nanodrop (Thermo Scientifc Nanodrop 2000c) e a
sequenciacdo foi realizada pela empresa STABVida. Os resultados provenientes da
sequenciacao foram analisados com recurso ao programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011).
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4. Resultados e Discussao

51



52



4.1. Estudos com AioAB nativa
4.1.1. Clonagem e expressao heteréloga em Escherichia coli

O presente estudo teve como principal objetivo a obtencdo de uma estrutura de elevada
resolucdo da Aio nativa de Rhizobium NT-26, de modo a clarificar o mecanismo de reacédo da
enzima. Para tal, foi necessaria a realizacdo de varias etapas conducentes a obtencao de uma
estrutura por cristalografia de raios-X, nomeadamente a expressao heter6loga em Escherichia
coli, purificacdo da proteina, e realizacdo de ensaios de cristalizacdo para obtengéo de cristais

de boa qualidade.

Como referido no subcapitulo 3.1, o procedimento de clonagem foi realizado pela
Professora Joanne Santini, no qual os genes aioB e aioA (aioBA) de Rhizobium NT-26 foram
primeiramente amplificados sem a sequéncia Tat leader nativa, que codifica os primeiros 40
residuos da subunidade AioB (MSRCQNMVDIGRRQFLRGGALAAAGATAAVFGVGAPQARA).

Como referido anteriormente, a arsenito oxidase é transportada do citoplasma para o
periplasma, através da via TAT, pelo reconhecimento da sequéncia sinal (Tat leader) presente

na regido N-terminal da subunidade AioB (consultar subcapitulo 1.3.1.2).

Assim sendo, os genes aioBA foram amplificados sem esta mesma sequéncia e clonados
no vetor de expressdo pPROEX-HTb (Invitrogen), que atua sob controlo do promotor trc,

indutivel por IPTG, permitindo a expressdo dos genes aioBA no citoplasma de E.coli.

O vetor pPROEX-HTb (consultar Anexo 3, Figura 7.4) foi construido com o gene lacl que
contém uma mutagdo num Unico nucleétido do hexadmero -35, conduzindo ao aumento
significativo do produto deste gene, uma proteina repressora que se liga a regido operadora do
promotor trc, permitindo a prevencéo da expressdo até que se adicione ITPG, o que permite,
por sua vez, o controlo regulado da expressao do constructo (Robinson, 2011; Rosano et al.,
2014; Saluta et al., 1998; Tegel et al., 2011).

A Figura 4.1, apresentada de seguida, ilustra de forma esquemética a regulacdo da
expressao dos genes aioBA clonados no vetor pPROEX-HTb.
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Figura 4.1. Regulacéo da expresséo dos genes aioBA sobre controlo do promotor Trc, indutivel por IPTG.
Na auséncia de IPTG (composto analogo a alolactose), o gene operador € bloqueado pela proteina
repressora (Lacl), impedindo a progressdo da RNA polimerase, e consequentemente a transcricao dos
genes estruturais aioB e aioA. Na presen¢a de IPTG, este atua como indutor ao ligar-se a proteina

repressora, prevenindo a ligacdo da mesma a regido operadora. Deste modo, a RNA polimerase
consegue ligar-se a regido operadora e prosseguir com a transcricdo dos genes aioB e aioA.

Aquando da transformacgéo foram utilizadas células competentes de E. coli, estirpe DH5aq,
para posterior expressao heteréloga em condi¢cdes aerdbias. Torna-se importante salientar que
0 protocolo utilizado para a expressdo heteréloga, desenvolvido por Thomas Warellow e
coautores, resultou de multiplas etapas de otimizagdo em que foram testadas varias estirpes,
nomeadamente BL21, C43 e DH5a, e diferentes condi¢cbes de crescimento (Warellow et al.,
2013).

Tendo em conta que o maior rendimento celular em condi¢des aerdbias foi obtido aquando
da utilizagcdo da estirpe celular DH5a, procedeu-se a escolha da mesma como hospedeira de
expressao. Posto isto, e salientando que DH5a é normalmente utilizada em procedimentos de
clonagem, a expressdo heteréloga em E. coli foi conseguida através da realizagdo de um
protocolo (consultar subcapitulo 3.2) com multiplas etapas que visaram a aclimacao das células
aos varios aditivos adicionados (ampicilina, molibdato de sodio e IPTG), bem como o
crescimento celular lento, com o principal objetivo de impedir a formacdo de corpos de
inclusao, isto é, a presenca de proteina na fracao insollvel do extrato celular. A expressao foi
induzida através da adicdo de 40 uM de IPTG, tendo em conta, como referido, que o operéo

em estudo se encontra sob a regulaco do operdo Lacl®.
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Apés lise celular, centrifugacdo do extrato obtido e recolha da fracdo sollvel procedeu-se a
purificacéo.

4.1.2. Purificagdo de AioAB nativa

Na primeira etapa de purificagdo foi realizada uma cromatografia de afinidade por ides
metdlicos imobilizados (IMAC) tendo sido utilizada uma coluna HisTrapTM acoplada ao sistema
AKTA START.

A cromatografia de afinidade por ides imobilizados (IMAC) baseia-se no reconhecimento
molecular, envolvendo interacdes especificas e reversiveis, de um ligando alvo, neste caso os
residuos da cauda de histidinas presentes na extremidade N-Terminal da subunidade AioB, por
uma molécula que se encontra imobilizada na coluna, nomeadamente os ides de niquel na
forma de acido nitriloacético de niquel (Ni-NTA). Uma das vantagens de utilizacdo de caudas
de histidina (His-Tag) para purificacdo de proteinas reside na pequena dimensao dos ligandos
utilizados. Dada a sua pequena dimensao, os ligandos tém um efeito minimo no enrolamento
(folding) da proteina, e se a cauda de histidina for colocada numa das extremidades da

proteina, esta pode ser facilmente removida pela utilizacdo de uma endoprotease.

Deste modo, este método permite a separagéo inicial de misturas de biomoléculas com
base em interacdes bioldgicas especificas, tendo sido escolhido pela elevada especificidade,

facilidade de utilizag&o e elevado rendimento do processo.

A primeira etapa de purificacdo teve como objetivo a separacgéo inicial da AioAB-His das
restantes proteinas presentes no extrato celular, encontrando-se o cromatograma obtido na

Figura 4.2.
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Figura 4.2. Cromatograma obtido na primeira etapa de purificagdo por IMAC. No cromatograma é
observado um pico correspondente a proteina de interesse, eluida a cerca de120mL. A eluicdo da AioAB-
His ocorreu aquando do aumento da for¢a ionica, tendo sido utilizada uma solugdo tampao de 20 mM
fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 0,5 M imidazole (Tampao B).
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Pela analise do cromatograma obtido é possivel visualizar que na fase de inicial de lavagem
com tampao de ligacdo (20 mM tampéo fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 20 mM imidazole) séo
eluidas proteinas presentes no extrato celular que ndo apresentam afinidade de ligacdo para
os ides metdlicos imobilizados na coluna HisTrap™. Deste modo, este passo permite a
eliminagcdo de substancias que ndo possuem afinidade com o ligando, mantendo a molécula

alvo ligada ao suporte de afinidade.

De seguida, de forma a libertar e eluir as moléculas de interesse recorreu-se a um passo de
dessorc¢édo, conseguido de forma ndo especifica através do aumento forga ionica, utilizando 20
mM tampdao fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 0,5 M imidazole. O aumento da concentracdo de
imidazole na solu¢@o tampao permitiu, assim, a eluicdo da AioAB-His, uma vez que aumentou
a competicdo do mesmo com a proteina, pelo agente quelante metalico imobilizado na resina.
As fragBes recolhidas foram analisadas por SDS-PAGE, encontrando os resultados

apresentados na Figura 4.3.

 —> AioA (93kDa)

—» AioB-His (20kDa)

Figura 4.3. SDS-PAGE (12,5 %) com as frag6es provenientes da etapa de expressao e do primeiro passo
de purificacdo da arsenito oxidase. 1- Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker Il (NZY
Tech); 2- Extrato total; 3- Extrato solGvel; 4- Fraccdo Flow-through (IMAC); 5 a 10- Fraccdes de 1,5 mL
provenientes da purificagdo por IMAC, sendo a ordem no gel (da esquerda para a direita) a ordem de
eluicdo das fracoes.

Pela analise do gel obtido (Figura 4.3) foi possivel confirmar, nos pogos 6, 7 e 8, a presenca
da AioAB, devido & existéncia de bandas a 93 kDa (subunidade A) e 20 kDa (subunidade B
com cauda de histidinas na extremidade N-terminal). No entanto, para além das referidas
bandas, é também possivel visualizar a existéncia de varias outras bandas correspondentes a
outras proteinas de peso molecular variavel, indicando que a proteina de interesse ndo se
encontra totalmente pura. Tendo em conta que a utilizagao de proteina com elevado grau de
pureza € um fator determinante aquando da realizacdo de ensaios de cristalizacdo foram

realizadas etapas adicionais de purificacao.

Para a realizacdo dos ensaios de cristalizacdo desta proteina, € também necessario
remover a cauda de histidina, tendo para isso sido adicionada endoprotease TEV as fracfes
gue continham AioAB-His, para didlise durante a noite numa solucdo de 20 mM tampao fosfato
pH 7,3; 0,2 M NaCl; 20 mM imidazole, 1 mM EDTA e 1 mM DTT.
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Apés clivagem enzimatica com TEV e didlise, foi realizada uma nova IMAC, utilizando
novamente uma coluna HisTrap'™ acoplada ao sistema AKTA START. Nesta segunda
cromatografia, a fracdo correspondente a AioAB foi eluida na fase inicial de lavagem, uma vez
que a proteina deixou de apresentar afinidade para os i6es de niquel, devido a remocéo da
cauda de residuos de histidina por acdo da endoprotease TEV, como é possivel verificar no
cromatograma apresentado na Figura 4.4. Verificou-se também que a TEV, bem como outras
proteinas contaminantes, permaneceram ligadas a resina da coluna, tendo sido eluidas por

aumento da forga iénica, através da utilizagdo de 0,5 M de imidazole.

1500 100
2 - 80
E

1000
1S
c - 60
o
&
© —_— UV
S - 40
<§ 500 =0 de Tampé&o B
5]
3 /\ - 20
<

0 0
0 10 20 30
Volume (mL)

Figura 4.4. Cromatograma obtido na segunda etapa de purificagdo por IMAC. No cromatograma é
observado um pico correspondente a proteina de interesse eluida na fase inicial de lavagem, entre 5 mL e
15 mL, utilizando uma solugdo tampéo de 20 mM fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 20 mM imidazole. O pico
de absorvancia obtido a cerca de 30 mL, na fase final da purificagéo, corresponde a eluicdo da TEV e
outras proteinas contaminantes presentes em solugdo, conseguida por aumento da for¢a i6nica (100 %
de Tampé&o B com 0,5M de imidazole).

A fracdo de proteina proveniente da segunda etapa de purificacdo foi concentrada para um
volume inferior a 4,5 mL e aplicada a trés colunas His-Trap Desalting conectadas em série e
acopladas ao sistema de purificacdo, com o principal objetivo de realizar a permuta da solugéo
tampdo de 20 mM fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 20 mM imidazole, em que a proteina se
encontrava, para uma solucdo tampéo de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NacCl, utilizada na

etapa seguinte de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular.

Como referido anteriormente, a obtencdo de proteina com elevado grau de pureza €
fundamental para a realizacdo de ensaios de cristalizagdo. Posto isto, foi realizada uma terceira
etapa de purificagdo através de cromatografia de exclusao molecular, dado que este método de
purificacdo permite uma eficaz separacao de proteinas com diferentes pesos moleculares,
tendo sido realizada com o principal objetivo de isolar a fracdo de AioAB de outras proteinas

ainda presentes em solugéo.

O protocolo de purificacao foi descrito anteriormente no subcapitulo 3.3.3, e foi utilizada
uma coluna Superdex 200™ 10/300 GL de 24 mL, acoplada ao cromatdgrafo Shimadzu,

encontrando-se o cromatograma obtido na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Cromatograma obtido na terceira etapa de purificagdo por cromatografia de exclusédo
molecular, utilizando um fluxo constante de 0,5 mL/minuto.

Pela andlise do cromatograma obtido (Figura 4.5) é possivel visualizar a existéncia de trés
picos, eluidos a aproximadamente 16, 25 e 32 minutos, correspondentes a eluicao de proteinas
de diferente peso molecular. As fracbes 5 e 12 a 24, assinaladas no cromatograma, foram
analisadas por SDS-PAGE (Figura 4.6).

______ > AioA (93 kDa)
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Figura 4.6.SDS-PAGE (12,5 %) com as fragbes provenientes de varias etapas da purificacdo. (A) 1-
Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker Il (NZY Tech); 2- Fracdo dialisada; 3 e 4- Fragbes
de contaminantes da segunda cromatografia IMAC; 5- Frac@o dessalinizada;6 a 10- Frac¢6es de 0,5 mL
provenientes da purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular, respetivamente fracbes 12 a 16
assinaladas no cromatograma. (B) 1- Fracéo 5 assinalada no cromatograma (Figura 4.5). 2- Marcador de
pesos moleculares Colour Protein Marker 1l (NZY Tech); 3 a 10-FragBes 17 a 24 assinaladas no
cromatograma.
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Pela analise dos resultados obtidos por eletroforese, verifica-se que o pico do
cromatograma observado entre 22 e 28 minutos, aproximadamente, corresponde a eluicao de
AioAB, onde se verifica a presenca de duas bandas correspondentes as duas subunidades
(AioA de 93 kDa e AioB de 14 kDa). No segundo pico de maior intensidade do cromatograma
(eluicdo a cerca de 32 minutos) verifica-se a presenca da subunidade AioB, o que podera
indicar uma maior expresséo desta subunidade, comparativamente a subunidade AioA, quando
se realizou a expressao heter6loga dos dois genes (aioBA). O pico de menor intensidade
observado no cromatograma € indicativo da presenca de proteinas contaminantes que, devido
ao reduzido valor de absorvéancia, ndo sao visualizadas no gel de SDS-PAGE.

Assim sendo, juntaram-se as fracdes 15 a 20 (Figura 4.5 e Figura 4.6) uma vez que estas
continham ambas as subunidades, e as mesmas foram concentradas até se atingir um volume
final de aproximadamente 50 yL e uma concentracdo final de proteina de 15,89 mg/mL,
calculada com recurso ao aparelho Nanodrop SpectraMax190, considerando um coeficiente de
extingdo molar (€,50nm) tedrico de 136890 M™* cm™ (Warellow et al., 2013).

Em suma, o protocolo utilizado para a expressdo heteréloga em E. coli e purificacdo da
arsenito oxidase de NT-26 permitiu a obtencdo de proteina com elevado grau de pureza,
possibilitando, deste modo, a progressao do trabalho experimental para a etapa seguinte na

determinacéo da estrutura tridimensional, a realizacdo de ensaios de cristalizagéo.

4.1.3. Cristalografia de raios-X

4.1.3.1. Ensaios de cristalizagdo e experiéncia de difracdo de raios-X

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados a temperaturas de 20 °C e 4 °C, recorrendo ao
método de difusdo de vapor e técnica de gota assente. Foram utilizadas placas de 24
reservatérios, utilizando uma propor¢cdo de gota de 2+1, com 2 puL de proteina, a uma
concentracdo de 12,15 mg/mL, e 1 uL de solucdo precipitante, e um volume de 500 uL de

solucao precipitante no reservatorio.

A visualizacdo das gotas, cerca de duas semanas apds a sua realizacdo, revelou, em
algumas das condi¢cdes, o aparecimento de pequenos cristais de coloracdo castanha,
correspondentes a cristais da Aio.

Verificou-se o aparecimento de cristais para as condicbes em que se utilizou 100% da
solugédo de 0,1 M tampao HEPES de sddio pH 7,0; 2% PEG 400 e 2 M (NH,4),S0,, € uma
mistura de 80% da solugéo referida com 20% da solu¢éo de 0,1 M tampé&o HEPES de sédio pH
8,0; 2% PEG 400 e 2 M (NH,),S0, (Figura 4.7).
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Figura 4.7. (A) Cristais de AioAB obtidos a 20 °C, com tamanho aproximado de 0,2 x 0,2 x 0,1 mm .
Cristais obtidos para ensaios de gota assente e solugdo precipitante de 0,1 M tampédo HEPES de s6dio
pH 7,0; 2% PEG 400 e 2 M (NH4)2S04 . (B) Cristais de AioAB obtidos a 4 “C, com tamanho aproximado de
0,2 x 0,2 x 0,1 mm. Cristais obtidos para ensaios de gota assente e solucdo precipitante de 80% da
solucéo de 0,1 M tampao HEPES de sédio pH 7,0; 2% PEG 400 e 2 M (NH4)2S04 e 20 % da solucdo de
0,1 M tampéo HEPES de sédio pH 8,0; 2% PEG 400 e 2 M (NH4)2S0a.

Para os melhores cristais obtidos de Aio nativa, foram realizados soakings, com o intuito de
formar aductos entre a proteina e compostos analogos ao arsenito, o substrato fisiolégico da
Aio. Tendo em conta a elevada especificidade de arsenito para a AioAB e a elevada velocidade
de conversédo de arsenito em arsenato, tornar-se-ia dificil visualizar alteragfes estruturais no
centro ativo utilizando o substrato fisiologico da enzima. Neste sentido, recorreu-se a um
composto analogo ao substrato, cuja catalise é mais lenta, possibilitando, eventualmente, a
visualizagdo de estados intermédios da reacdo no centro ativo da enzima, e a clarificacdo do

mecanismo de a¢c&do da mesma de um ponto de vista estrutural.

Assim sendo, foram realizados soakings incubando primeiramente os cristais com 50 mM de
ferricianeto de potassio [K3(Fe(CN)g] durante 30 minutos. A adicao de ferricianeto de potassio,
um agente oxidante, teve como objetivo ativar a enzima, garantindo que esta se encontra no

estado oxidado e realiza rea¢6es redox sucessivas.

De seguida, foram adicionados 8 yL de uma solug¢édo de 10 mM de tartarato de antiménio e
potéssio tri-hidratado (CgH4K>01,Sh, » 3H,0), 0,1 M HEPES de sdédio pH 7,5; 2% PEG 400 e
2,2 M sulfato de aménio, testando diferentes tempos de incubacdo (1 hora ou 2 horas e 30
minutos). O composto CgH4K,01,Sh, * 3H,O em solugcdo € uma fonte de antimonito [Sb(lll)],
que é um analogo do substrato [As(lll)], podendo também ser oxidado pela arsenito oxidase.
Estudos realizados anteriormente demonstraram a capacidade de oxidacdo de Sb(lll) por parte
desta enzima, embora a uma velocidade bastante mais lenta (Vo= 18,4 + 1,2 nmol™* min™ mg’
') comparativamente ao arsenito (Vmax = 120,4 + 6,0 ymol™ min™ mg™), o substrato fisioldgico
(Wang et al., 2015).

Terminado o periodo de incubagdo, os cristais foram estabilizados numa solucéo
estabilizante, harvesting buffer, que possui a mesma composi¢cdo da solugcdo precipitante
utilizada no ensaio de cristalizacdo mas com uma maior concentragdo de agente precipitante,

tendo como objetivo evitar que o cristal se dissolva durante a manipulacéo.
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Os cristais foram de seguida transferidos para uma solugéo crio-protetora (conseguida pela
adicdo de 20% de glicerol a solucdo estabilizante), de modo a prevenir a formacao de gelo no

interior da rede cristalina, que interfere na interpretacdo dos resultados de difracéo.

Por ultimo, os cristais foram congelados em azoto liquido, de forma a minimizar a sua
degradacdo aquando da experiéncia de difragdo, e analisados por radiacdo de sincrotrdo na
linha PXIII do SLS (Villigen, Suica). Verificou-se que os cristais analisados de AioAB difrataram

até uma resolugéo maxima de 1,89 A (Figura 4.8).

Figura 4.8. Padréo de difracdo obtido para o cristal de AioAB incubado com [K3(Fe(CN)g] e CsHaK2012Sb,
» 3H20. A experiéncia de difracdo foi efetuada na linha PXIIl do SLS (Villigen, Sui¢a), e o conjunto de
dados recolhido apresenta uma resolucdo méxima de 1,89 A. Os dados foram recolhidos a um
comprimento de onda fixo de 0,978 A

De seguida, torna-se necessario tratar as reflexdes existentes no padrdo de difracdo de
modo a determinar os indices de Miller (hkl), as intensidades (l.) € 0 respetivo erro associado

(o), tendo para tal recorrido ao programa XDS (Kabsch, 2010).

Os dados obtidos permitem verificar que o cristal em estudo possui 0s seguintes parametros
para a célula unitaria: a= 141,5 A, b= 148,3 A, c= 232,6 A e a= B= y= 90,0 °. Atendendo a que
a#b#c e a=p=y=90 °, pode desde logo afirmar-se que o cristal apresenta um grupo cristalino

ortorrdbmbico (consultar Anexo 1, Figura 7.2).

Para concluir acerca do grupo espacial do cristal, recorreu-se ao programa Aimless
pertencente ao conjunto de programas CCP4 (Dodson,1997; Evans, 2004). Este programa
analisa a intensidade das reflex6es obtidas, presentes no ficheiro hkl proveniente do XDS, e
baseia-se na auséncia sistematica dos valores de intensidade das reflex8es para atribuir o
grupo espacial, que reflete a simetria e organizagdo das moléculas no cristal. Verificou-se
entdo que o cristal de AioAB medido pertencia ao grupo espacial P22,2, (correspondente ao

grupo espacial 18 nas Tabelas Internacionais de Cristalografia).

61



Este programa faz também o escalonamento dos dados, de forma a tornar comparaveis as
intensidades das reflexdes medidas, e fornece ainda uma andlise estatistica que permite

avaliar a qualidade dos dados de difracdo, apresentada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Estatisticas de qualidade dos dados de difracdo do cristal de AioAB com CgHiK>01,Sh; *
3H20. Os valores entre parénteses correspondem a camada externa de resolugéo.

1 1 <
_ Iag=? Zialloni — T
P Zn it i

Multiplicidade =

numero total de reflexdes

numero total de reflexdes Unicas

_ Volume da célula unitaria Contetido de solvente = 1 1.23
M ™ Massa da célula unitaria onteudo de sotvente = Vi
A Resultados Globais
Parametros

Resolucéo (A)

49,30-1,89 (1,98-1,89)

<l/o (I)>

13,1 (1,8)

CCup2

0,997 (0,511)

Numero total de reflexdes

4881508 (230091)

Numero de reflexdes Unicas

354714 (17429)

Rpim (%0) 5,9 (16,5)
Mosaicidade (°) 0,2
Multiplicidade 13,8 (13,2)
Completeness (%) 100,0 (100,0)
Numero de moléculas na unidade assimétrica 2
Coeficiente de Matthews
(A® / Dalton) 2,19
Conteudo de solvente (%) 55,93
Grupo espacial P22:2;
Constantes da célula unitéria (A, °) &= 1415(]:3:1?2;0 c=232.6

A andlise inicial das estatisticas obtidas permite verificar a qualidade dos dados e a
confianca na utilizagdo dos mesmos. Verifica-se que a intensidade média das reflexbes é,

aproximadamente, 13 vezes superior ao ruido associado (<l/o(l)> de 13,1).

E também importante salientar que o mesmo se verifica na camada mais externa de
resolugdo, onde o valor de <l/o(l)> é de 1,8, indicando que a alta resolugdo os dados

continuam a ter validade.

O coeficiente de correlacdo, designado por CCy,, é também um pardmetro indicativo da
qualidade dos dados, usando, como o nome indica, apenas metade dos dados de cada
reflexdo Unica que sdo medidos, divididos de uma forma aleatéria, sendo calculado entre as
intensidades médias de cada subconjunto de dados. Deste modo, CC,, fornece igualmente
uma avaliacéo direta da relagdo sinal/ruido, sendo ainda um indicativo da existéncia ou ndo de
erros sistematicos nos dados medidos que possam derivar de uma incorreta distribuicdo das

intensidades das reflex6es (Diederichs & Karplus, 2013; Karplus & Diederichs, 2012).
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Para a camada externa de resolucdo o seu valor deve ser superior a 0,5 e para o conjunto de
dados recolhido apresenta um valor de 0,511.

Seguindo a analise das estatisticas, o parametro de R, expressa a precisdo da meédia das
intensidades, ao estabelecer que reflexdes equivalentes (relacionadas por simetria) devem
possuir intensidade semelhante, tendo em conta a multiplicidade. O seu valor deve situar-se

entre 5 % e 10 %, como se verifica para o cristal em estudo, que apresenta um valor de 5,9 %.

Por sua vez, a mosaicidade traduz o grau de organizacgdo interna do cristal, tendo em conta
o desfasamento das varias células unitarias presentes no espaco tridimensional do cristal.
Deste modo, valores baixos sdo indicativos de cristais ordenados e, consequentemente, melhor
difracdo. A mosaicidade média para o cristal medido foi de 0,2, salientando a elevada

organizacéo interna do monocristal.

A multiplicidade indica o nimero de vezes que uma dada reflexdo foi medida, e pode ser
calculada através do namero de reflexdes Unicas (ndo relacionadas entre si por simetria) e do
numero de reflexdes totais. Quanto maior a multiplicidade, mais precisa sera a estimativa das

intensidades das reflexdes. A multiplicidade deste conjunto de dados tem um valor de 13,8.

A completeness demonstra a percentagem de reflexdes medidas em relacdo ao nimero
total de reflexdes para cada grupo espacial, devendo aproximar-se o mais possivel de 100 %.
Neste caso, tanto os dados globais como os dados da camada externa de resolucéo

apresentam um valor de 100 %, como desejavel.

A determinacéo do contetido de solvente do cristal baseia-se no Coeficiente de Matthews,
também designado por Vy, e permite determinar quantas moléculas existem na unidade
assimétrica. Este parametro € definido pela razdo entre volume e massa da célula unitéria,
estando diretamente relacionado com o volume de solvente existente no cristal. Apresenta,
geralmente, um valor entre 1,5 e 6,0 A¥Dalton, encontrando-se o valor obtido (2,79 AS/DaIton)
dentro do esperado (Rupp, 2010). O cristal apresenta um contetdo de solvente de 55,93 % e a
presenca de duas moléculas na unidade assimétrica. Neste caso, cada molécula presente na
unidade assimétrica corresponde a uma unidade funcional da proteina, um dimero de
heterodimeros (af3), (ou seja, cada molécula corresponde a duas subunidades AioA e duas
subunidades AioB).

Em suma, ap6s analise das estatisticas apresentadas, torna-se possivel afirmar que as
mesmas sao indicativas de boa qualidade dos dados de difracdo, possibilitando a passagem
para a etapa seguinte, a resolucdo da estrutura tridimensional.

4.1.3.2. Resolucgéo da estrutura e refinamento

O tratamento de dados realizados até ao momento, permitiu a determinacdo das
intensidades das reflexdes. Através do quadrado das intensidades medidas foi possivel
determinar o0 médulo dos fatores de estrutura, |Fng|. NO entanto, ndo € possivel determinar o

angulo da fase das ondas difratadas (ay), dando origem ao chamado Problema da Fase.
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Deste modo, foi necessario definir a melhor estratégia para resolver o Problema da Fase, e
calcular o mapa de densidade eletronica.

De entre os varios métodos utilizados para a resolucdo do Problema da Fase, foi escolhido
0 método de Substituicdo Molecular (MR, do inglés Molecular Replacement), dado que a
estrutura desta proteina ja € conhecida. Como modelo homélogo foi utilizada a estrutura de
AIOAB nativa de Rhizobium NT-26, determinada, em trabalho anterior, no laboratério de
Cristalografia de Proteinas (dados ndo publicados). A estrutura escolhida como modelo,
bastante semelhante a estrutura em estudo, apresenta uma resolucdo de 2,0 A, tendo-se
removido as moléculas de agua e ides da estrutura, e utilizado apenas a cadeia polipeptidica,
os centros metdlicos (Rieske [2Fe-2S] e [3Fe-4S]) e os cofatores (bis-MGD) do atomo de

molibdénio do centro ativo para o célculo do mapa de densidade eletrdnica.

A resolucdo do Problema da Fase através do método de Substituicdo Molecular conseguiu-
se com recurso ao programa Refmach, realizando um refinamento de corpo rigido (rigid body
refinement). Torna-se importante salientar que a utilizacdo desta abordagem s foi possivel
devido a existéncia de uma estrutura homéloga com elevado grau de semelhanca, que
cristalizou no mesmo grupo espacial obtido para o cristal em estudo (P22,2,).
Comparativamente a outros programas utilizados para a resolucdo do Problema da Fase por
Substituicdo Molecular, como o Phaser, o refinamento de corpo rigido permite, de uma forma
mais simples, embora menos robusta, a obtencao da posicdo geral da proteina e a estimativa
inicial das fases (McCoy, et al., 2007; Murshudov et al., 2011).

Aquando da realizacdo de um refinamento de corpo rigido é feita a reestruturacdo de um
conjunto padrdo de parametros. Quando existe a expetativa de que o modelo de estudo seja
semelhante a uma estrutura conhecida, mas cuja localizacdo e orientagdo do cristal sdo
desconhecidos, os parametros do modelo sdo reformulados. Os novos parametros consistem
num conjunto de posi¢gfes atdmicas relativas a um sistema de coordenadas arbitrario e existem
mais de seis parametros para especificar o mapeamento do sistema de coordenadas no cristal,
sendo trés desses parametros utilizados para descrever a translagdo da molécula e trés para
definir a rotagdo (Murshudov et al., 2011; Tronrud, 2004).

Para cada grupo rigido, as opera¢fes de transformacao sé@o definidas e as novas posicfes

atomicas sdo calculadas a partir de posi¢fes iniciais, com recurso a seguinte equagao:

Xnew = j(av B,Y)(xo1a — torigin) + i

em que R; corresponde a matriz de rotagdo, responsavel pela rotacdo da molécula na
orientagéo correta, torigin COrresponde ao centro de massa do grupo rigido e t; € a componente
translacional da transformacao, isto é, a operacdo de translacdo necesséria para colocar a
molécula, corretamente orientada, na célula unitaria. X, 4 S840 as coordenadas atdbmicas iniciais,
€ Xnew aS posicBes atomicas depois da aplicacdo das operacdes de transformacdo (Murshudov
et al., 2011; Tronrud, 2004).
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Em principio, todos estes parametros podem ser refinados ao mesmo tempo, mas o
refinamento é geralmente realizado separadamente para cada classe de parametros, que
possuem propriedades diferentes. Os parametros de orientacdo e localizacdo séo refinados
separadamente dos parametros de estrutura interna. Primeiramente, os parametros de
orientacéo e localizacio s&o refinados a baixa resolucéo (tipicamente a 4 A), enquanto que os
parametros atémicos estdo fixos. De seguida, os parametros atomicos sado refinados

considerando a totalidade dos dados, mantendo fixos os parametros externos.

Nos casos em que o refinamento de corpo rigido é utilizado, a estrutura interna da molécula
€ bem conhecida, enquanto que a localizacédo e orientacdo sdo desconhecidas. Uma vez que a
estrutura interna da molécula é conhecida com um grau de certeza razoavel, torna-se possivel
criar um modelo parametrizado como o modelo de corpo rigido descrito acima (Murshudov et
al., 2011, Tronrud, 2004).

A principal desvantagem aquando da utilizacdo de parametrizacdo de corpo rigido diz
respeito ao facto de as macromoléculas ndo serem corpos rigidos. Se as forcas externas de
empacotamento do cristal diferirem entre o cristal do modelo de origem e o cristal onde o
modelo esta a ser colocado, o resultado final € uma molécula deformada. Deste modo, a
otimizagdo dos parametros de corpo rigido ndo resulta, por si sé, na obtencdo de um modelo

final da molécula de estudo.

Assim sendo, aquando da obtencao de fases preliminares por refinamento de corpo rigido,
foram utilizados dois ficheiros distintos, um ficheiro mtz com os fatores de estrutura
observados, obtido no programa Aimless e um ficheiro pdb com as coordenadas atémicas do
modelo homélogo. Terminada esta etapa foi entdo possivel obter os fatores de estrutura e as
fases, que permitem o célculo de mapas de densidade eletrénica, do cristal de AioAB depois do
soaking com antimonito. A andlise dos primeiros mapas mostrou o modelo da AioAB dentro dos

contornos da densidade eletrénica, como esperado.

Prosseguiu-se entéo, para a etapa de refinamento, crucial para a obtencéo do modelo final.
A etapa de refinamento tem por objetivo, o ajuste progressivo do modelo a densidade
eletrénica, de forma a minimizar as diferencas entre os fatores de estrutura observados (Fqys) €

os fatores de estrutura calculados (Fcarc).

A estrutura foi refinada recorrendo ao programa Refmac5 do conjunto de programas CCP4
(Murshudov et al. 2011). Os primeiros 10 ciclos de refinamento, utlizando restricBes
moleculares, foram realizados utilizando os ficheiros pdb e mtz provenientes do refinamento de
corpo rigido. Terminado este processo, foram obtidos dois novos ficheiros mtz e pdb, bem
como uma série de parametros considerados cruciais para a avaliagdo do processo de

refinamento, apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Estatisticas de refinamento inicial e final obtidas para a estrutura de AioAB com
[C8H4K2012$b2 * 3H20].

Parametro Refinamento inicial Refinamento final

Fator R 0,2675 0,1985

Rfree 0,2699 0,2314

RMSD para o angulo de ligagéo (°) 2,0342 1,4693

RMSD para o conzgglmento de ligagdo 0,0189 0,0125

Gréfico de Ramachandran (%)

- residuos nas regides mais favoraveis 95,42
- residuos nas regides permitidas 4,02
- residuos nas regides ndo permitidas 0,56

Pela analise da Tabela 4.2, verifica-se que os pardmetros obtidos sdo bastante razoaveis

para um primeiro refinamento, sendo possivel fazer uma andlise inicial dos mapas resultantes.

Deve salientar-se que o ficheiro mtz permite a visualizacdo de varios tipos de mapas de
densidade eletronica, nomeadamente 2Fgys-Fcaic € Fops-Feaie: NO mapa 2Fps-Feae, 0 peso dado
ao modelo é menor, sendo que neste mapa obtém-se uma densidade eletronica continua que
permite o ajuste do modelo face aos dados experimentais. O mapa de densidade eletronica
Fobs-Fcac, também designado por mapa de diferenca, resulta da subtracdo entre fatores de
estrutura resultantes dos dados experimentais e fatores de estrutura baseados no modelo,
salientando eventuais erros no modelo. Neste tipo de mapa, moléculas presentes no cristal
que, no entanto, ndo se encontram incluidas no modelo, aparecem como densidade eletronica
extra, geralmente representada pela cor verde. Esta corresponde a densidade positiva (Fops >
Fcac), indicando a falta de eletrdes, devendo, por isso, ser adicionados atomos nessas
posicBes. Por sua vez, regides incorretas do modelo sdo geralmente representadas por
densidade de cor vermelha, correspondente a densidade negativa (Fops < Fcac), indicativa do
excesso de eletrdes nos dados experimentais, pelo que devem ser removidas partes do

modelo em que a mesma se encontre, ou ser feito o ajuste do fator de ocupacao.

Um dos principais objetivos do processo de refinamento, para além de ajustar os residuos a
densidade eletrénica, foi conseguir verificar a presenca de antimonito, derivado do composto

[CgH4K,01,Sb, « 3H,0], e determinar a posi¢cao dos atomos envolvidos.

A referida verificagdo foi facilitada pela criagdo de um mapa an6malo. O composto
CgH4K;01,Sb, « 3H,O em solucdo é uma fonte de antimonito, que por apresentar um metaldide
(antimonio) na sua composicdo, consegue absorver e difratar raios-X de forma diferente,
provocando uma alteracdo da fase das reflexfes, comparativamente a atomos como
hidrogénio, oxigénio e carbono, facilitando a sua identificacdo. Assim sendo, recorreu-se aos
programas CAD e FFT para gerar o mapa anémalo.

66



De seguida, recorreu-se ao programa Coot para visualizar o modelo, os mapas de
densidade eletrénica (2Fgps-Fca € Fobs-Fcac) € 0 mapa andémalo, e proceder a localizacao de

antimonito, tendo em conta a informacao supracitada.

Foi entdo possivel visualizar a presenca de densidade eletronica no mapa 2Fqps-Fca,
densidade positiva no mapa Fg,s-Fc © dois blobs de densidade andmala, um dos quais
centrado no atomo de molibdénio e outro localizado a cerca de 3 A deste. Tendo presente as
informacdes referidas anteriormente, quando estes requisitos se verificam, significa que existe
algo a acrescentar no modelo, que nao corresponda aos usuais atomos presentes nos
aminoacidos (carbono, hidrogénio, oxigénio e enxofre) o que, no caso em estudo, foi
interpretado como sendo antiménio, modelado na forma de antimonito nas cadeias A, C, E e G,
correspondentes as subunidades AioA, concluindo que o soaking resultou e o composto se

incorporou no cristal.

Tendo verificado a presenca de antiménio na estrutura foi necessario prosseguir com o
processo de refinamento, visando modelar os ligandos de antimonito na densidade observada
junto do centro ativo da enzima, encaixar os residuos de proteina na densidade eletrénica, e
verificar a presenca de moléculas de 4gua e outros ifes, tendo em consideracao os fatores de

ocupacio e temperatura.

Efetuaram-se varios ciclos de refinamento, com recurso ao programa Refmac5, ao fim dos
quais foi possivel concluir que o modelo obtido explica de forma satisfatéria a densidade

eletrénica, tendo em conta as estatisticas de refinamento finais, apresentadas na Tabela 4.2.

Analisando o valor de fator R, é possivel observar a sua diminui¢cdo gradual ao longo do
processo de refinamento, de 26,7 % para um valor final de 19,8 %. Outro pardmetro importante
para avaliar o refinamento é 0 Ry.e, Sendo também expectavel que diminua progressivamente
ao longo do refinamento, o que se verifica, passando de um valor inicial de 26,9 % para 23,1
%. Deste modo, a analise dos valores de fator R e Rgee €videncia uma boa relagédo entre os
fatores de estrutura calculados e observados, e por sua vez, uma correta constru¢cdo do
modelo. Adicionalmente, a comparacdo entre os valores de fator R e Ry Ndo deve ser

superior a 5 %, tal como se verifica na estrutura em estudo.

A validacao da estrutura é também conseguida pela analise da geometria do modelo, dada

pelos valores de RMSD e pelo grafico de Ramachandran.

Os valores de RMSD obtidos para o comprimento de ligacdo (0,0125 A) e para o angulo de
ligac&o (1,4693 °) encontram-se dentro do esperado (inferior a 0,02 A e 3 °, respetivamente), o

gue corrobora a validade geométrica da estrutura.

No que diz respeito ao grafico de Ramachandran, que fornece uma analise de cada residuo
em relacdo aos angulos conformacionais da cadeia principal, pode confirmar-se que a grande

maioria dos residuos (3862 residuos, 99,44 %) se encontra em regides permitidas.
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No entanto 22 residuos (0,56 %) encontram-se em regides nao permitidas. Estes
correspondem a residuos que se encontram em regifes muito desordenadas para as quais a
densidade eletrénica € muito fraca, ndo permitindo o seu correto posicionamento, sendo
necessario realizar mais alguns ciclos de refinamento para corrigir a posicao/geometria dos
mesmos. Existem ainda alguns residuos que se encontram bem encaixados na densidade
eletronica mas que por se encontrarem préximos do centro ativo, adotam uma conformagéo
menos favoravel devido a imposiges estereoquimicas das pterinas, como € o caso do residuo
Glu412. Esta particularidade é caracteristica das enzimas de Mo, tendo-se verificado em
muitos modelos depositados no PDB, como por exemplo na aldeido oxidoredutase

periplasmica (codigo de acesso PDB: 5G5G) (Correia et al., 2016):

Assim sendo, por avaliacdo das estatisticas resultantes do refinamento, pode afirmar-se que
0 modelo construido explica satisfatoriamente os dados experimentais, permitindo proceder a

caracterizacdo da estrutura.
4.1.3.3. Caracterizacao da estrutura

As figuras apresentadas no presente subcapitulo foram geradas através da utilizacdo do
programa de visualizacdo estrutural Pymol (DeLano, 2002). A utilizacdo deste programa,
permitiu, numa primeira instancia, confirmar a estrutura secundaria da arsenito oxidase descrita
na literatura, com a existéncia de quatro dominios com uma topologia de sandwich a-B-a, na
subunidade AioA, e de dois sub-dominios, constituidos essencialmente por folhas-B, na

subunidade AioB.

Foi também possivel visualizar o atomo de molibdénio e o centro [3Fe-4S] localizados na
subunidade AioA e o centro de Rieske [2Fe-2S] na subunidade AioB. Relativamente a
distancias entre os centros redox, foi também possivel verificar que as mesmas se encontram
de acordo com o descrito na literatura, dado que o centro [3Fe-4S] se encontra a ~14 A do

atomo Mo, e os dois centros Fe-S distam um do outro por ~15 A.

Conforme referido, aquando do processo de refinamento foi encontrado um local de ligagcéo
junto ao centro ativo de cada uma das subunidades AioA da proteina. Deste modo, tendo
determinado a presenca de densidade andmala, interpretada como sendo antimonito, foi
necessério modelar este ligando tendo em atencdo o fator de ocupagédo e o fator B. Os

resultados obtidos encontram-se sumariados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Fatores de ocupacéo e fatores B dos ligandos de antimonito presentes na estrutura da AioAB.

Cadeia polipeptidica | jgando Atomo do Fator de Fator B Fator B para a totalidade
(subunidade AioA) ligando ocupag&o (A% dos aminoacidos (A%
Sh 27,89
A Sbo,* 9% 0.7 _ 2307 23,29
02 21,49
03 35,50
Sh 30,45
C sbo;* 91 0,7 22,73 27,34
02 31,97
03 24,49
__Sb _ 2901
E sbo,> 01 0,7 _ 2599 26,80
02 27,67
03 31,24
Sh 29,48
G Sho,* 01 0,7 _ 27,22 25,38
02 _ 2863
03 31,23

Pela analise dos dados apresentados na tabela anterior, verifica-se que todos os ligandos
de antimonito foram modelados com um fator de ocupacgéo igual a 0,7, indicando que os
atomos destes mesmos ligandos se encontram na posi¢éo indicada pelo modelo em 70% das
moléculas do cristal. Nestas condi¢Bes os valores de fator B sdo semelhante aos dos atomos

adjacentes e ao valor para a totalidade dos 4&tomos da cadeia polipeptidica.

Na Figura 4.9, encontra-se representada a modelacéo preliminar efetuada para o ligando de
antimonito localizado perto do centro ativo, numa das subunidades AiocA da unidade
assimétrica, podendo-se, numa primeira analise, constatar que 0s atomos inseridos se

encaixam na densidade eletrénica observada.

Como referido anteriormente, no mecanismo de reagdo proposto para a arsenito oxidase,
pensa-se que o par de eletrBes livre do arsenito realiza um ataque nucleofilico a um dos grupos
oxo do atomo de molibdénio, provocando a sua reducdo e a formacdo de arsenato. Tendo em
conta esta informacao, verificou-se que a conformacdo observada para o antimonito esta de
acordo com esta proposta de mecanismo, constatando-se que o par de eletrées livre do atomo

de antimonio se encontra direcionado para o atomo de oxigénio coordenado ao Moco.

No modelo, o atomo de Sb encontra-se a 1,7 A do ligando hidroxilo do Mo, o que sugere
que poderia ter ocorrido oxidacéo de antimonito e formacdo de antimonato (SbOf’"). Para que
este pressuposto se verificasse, teria de ser observada uma geometria molecular tetraédrica do
atomo de antiménio, ligado aos quatro oxigénios com os angulos de ligacdo de 109 °. Tendo
em conta que foi observada uma geometria planar trigonal do atomo de antiménio ligado a trés
atomos de oxigénio (com angulos de ligacdo de 120 °), consistente com a geometria de
antimonito, este resultado sugere que os dados obtidos se referem ao passo reacional anterior
ao ataque nucleofilico do substrato. A razdo pela qual ndo se observa a formagdo do produto
de reacdo podera estar relacionada com a baixa velocidade de reacdo ou com uma baixa

atividade da enzima.
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Figura 4.9. (A) Representagdo grafica da subunidade AioA na estrutura do complexo SbhOs;—AioAB. (B)
Caracterizacdo estrutural preliminar do aducto estabelecido entre antimonito e a arsenito oxidase. O ido
de molibdénio no centro ativo da enzima apresenta uma geometria quadrangular piramidal, estando ligado
a: dois atomos de enxofre de cada uma das pterinas (assinaladas por MGD) e um grupo hidroxilo (-OH).
Encontra-se também representada a molécula de antimonito modelada junto do centro ativo. Os mapas
de densidade eletronica 2F,-F: e densidade anémala (a azul e amarelo, respetivamente), possuem um
contorno de 10 e 30, respetivamente. Codigo de cores: carbono — cinzento; azoto — azul; oxigénio —
vermelho; enxofre — amarelo; fésforo — laranja; molibdénio — azul esverdeado; antiménio — roxo. As
distancias interatomicas encontram-se representadas em A. A imagem foi gerada no programa Pymol
(DeLano, 2002).
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No que diz respeito ao centro ativo, modelou-se na densidade eletrénica um atomo de
oxigénio, que juntamente com as duas moléculas de pterina, complementam uma geometria
quadrangular piramidal do atomo de molibdénio, observada anteriormente para esta proteina. A
distancia entre este &tomo e o atomo de molibdénio é de 2,0 A, sugerindo que se podera tratar
de uma ligacdo simples a um grupo hidroxilo (-OH), embora 0 mecanismo proposto sugira a
coordenacéo do dtomo de molibdénio a dois grupos oxo (Mo=0).

Depois da modelacdo do atomo de oxigénio foi observada densidade eletrénica positiva
junto do atomo de molibdénio. Assim sendo, tentou modelar-se a densidade através da adigao
de um segundo atomo de oxigénio. A presenca de um segundo atomo de oxigénio
(presumivelmente um ligando oxo) coordenado ao atomo de molidbénio seria consistente com
0 mecanismo proposto atualmente para a proteina no estado oxidado, no qual se pensa que o
molibdénio se encontra coordenado por dois grupos oxo e duas moléculas de pterina, antes de

ocorrer oxidagao de arsenito a arsenato.

Depois de adicionar ao modelo o segundo atomo de oxigénio, junto do &tomo de molibdénio
do centro ativo, verificou-se a auséncia de densidade eletrénica positiva (Fops-Fca) bem como
de densidade 2F.,s-Fcq, inicialmente observadas. No sentido de tentar modelar este segundo
ligando foi feito um ajuste do fator de ocupacdo, baixando progressivamente o seu valor até
uma ocupacéo de 0,4. No entanto, embora se tenha verificado a diminuicdo do fator B deste
ligando, inicialmente bastante elevada comparativamente aos &tomos na sua vizinhanca,
continuou a verificar-se a auséncia de densidade eletronica 2F.ps-Fc5. ESte resultado sugere
que, embora se tenha adicionado ferricianeto de potassio, visando que a proteina se
encontrasse no estado oxidado, o atomo de molibdénio devera ter sofrido redu¢éo no decurso
da experiéncia de difracdo de raios-X, razdo pela qual se observa apenas uma ligagdo a um
atomo de oxigénio, em oposi¢cdo a ligagdo a dois (na forma de grupos oxo) sugerida no
mecanismo proposto, no qual o grupo oxo de maior ligacdo é sujeito a ataque nucleofilico pelo
par de eletr6es proveniente da oxidacéo do substrato, reduzindo o atomo de molibdénio de um

estado de oxidagéo +VI para +IV.

Deste modo, a caraterizacdo estrutural da arsenito oxidase nativa incubada com
[CsH4K,01,Sb, « 3H,0], permitiu verificar a presenca de antimonito junto do centro ativo da
enzima. Tratando-se de um analogo ao substrato fisioldgico da enzima, a conformacdo que
este adota, na qual o par livre de eletres se encontra direcionado para o atomo de molibdénio,
podera ser semelhante & conformacédo do arsenito, antes de ocorrer oxidagdo do mesmo a

arsenato, podendo contribuir para a clarificacdo do mecanismo da arsenito oxidase.

Contudo, sera necessario continuar as investigacdes para se poder confirmar os resultados
estruturais supracitados. Assim, deve-se, futuramente, repetir o soaking de cristais de AicAB
nativa com [CgH4K,04,Sb, « 3H,0], visando a obtencdo de melhores dados estruturais que
permitam uma caracterizacdo mais exata dos aductos arsenito oxidase-antimonito e, a partir

das conclusdes de tal caracterizagéo, clarificar o mecanismo de reac¢éo da enzima.
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4.2. Estudos com mutantes AioA Q726G e AioB F108A

A realizagdo de mutagénese dirigida nos residuos especificos GIn726 da subunidade AioA e
Phel08 da subunidade AioB da arsenito oxidase teve como objetivo inferir sobre o papel
desempenhado por estes residuos no mecanismo de reagao da enzima, bem como o efeito das
mutacdes na sua atividade, visando, para tal, a determinagédo da estrutura tridimensional dos

mutantes e a realizacao de ensaios cinéticos por espetroscopia de UV/Visivel.

Assim sendo,foi necessaria a realizacdo de varias etapas, nomeadamente expressdo e
purificacdo da proteina, realizacdo de ensaios de cristalizacdo, experiéncia de difracdo de
raios-X, resolucdo e caracterizacdo das estruturas e realizacdo de ensaios de atividade

enzimatica.

4.2.1. Clonagem, mutagénese dirigida, expressédo heter6loga em E.coli e purificacao

Como referido anteriormente (subcapitulo 3.7), o procedimento de mutagénese dirigida para
obtencdo dos mutantes em estudo, foi realizado pela Professora Joanne Santini (University

College of London).

A escolha especifica do residuo de glutamina na posicdo 726 da subunidade AioA da
arsenito oxidase, deveu-se ao facto de este residuo se localizar perto do centro ativo de
molibdénio (Moco) da proteina. Neste sentido, foi realizada a sua substituicdo por um residuo
de glicina, um aminoacido alifatico e de pequena cadeia lateral, com o intuito de perceber se o
residuo inicial desempenha um papel importante no mecanismo de transferéncia eletrénica, e
de que forma a mutacéo realizada influencia a oxidag&o de arsenito a arsenato, ou seja, de que
forma é alterada a atividade da proteina. Por sua vez, a escolha especifica do residuo de
fenilalanina na posicdo 108 da subunidade AioB da arsenito oxidase, deveu-se ao facto de este
residuo se localizar perto do centro de Rieske da proteina, que participa no mecanismo de
transferéncia eletrénica decorrente da oxidacdo de arsenito. Para este Ultimo, foi também
realizada a substituicdo do residuo inicial por um residuo de alanina, com 0 mesmo intuito do

mutante apresentado anteriormente.

Os plasmideos utilizados na expressao heteréloga resultaram da insergdo dos genes aioBA
(aioA mutado no residuo 726 para o mutante AioA Q726G, e aioB mutado no residuo 108 para
0 mutante AioB F108A) no local de clonagem multipla (MCS, do inglés Multiple Cloning Site) do
vetor pPROEX-HTb, utilizando as enzimas de restricdo EcoRI e Pstl (consultar subcapitulo
3.1). A transformacéo foi realizada em células de E. coli da estirpe DH5a, pelas mesmas

razBes anteriormente apresentadas para a AioAB nativa (consultar subcapitulo 4.1.1).
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O protocolo de expressdo e purificacdo utilizado, descrito nos subcapitulos 3.2 e 3.3, foi
semelhante ao executado para a proteina nativa. Cada um dos mutantes foi obtido a partir do
extrato solGvel (proveniente da expressdo em E.coli, lise celular e centrifugacdo), apos
realizacdo de duas cromatografias IMAC, tendo sido a segunda IMAC efetuada apds remogéo
da cauda de histidinas por acdo da TEV, e uma cromatografia de exclusdo molecular (consultar
Anexo 6).

As fracBes recolhidas durante a cromatografia de exclusdo molecular, para cada um dos

mutantes, foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 4.10).
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Figura 4.10. (A) Resultados de SDS-PAGE (12,5 %) obtidos para o mutante AicA Q726G. Gel da
esquerda: 1- Fracdo dialisada; 2 e 3- Fracdo de contaminantes da segunda cromatografia IMAC; 4-
Fracdo dessalinizada; 5 a 9- Fracdes 2, e 9 a 12 provenientes da cromatografia por exclusdo molecular;
10- Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker II. Gel da direita: 1 a 8- Fragdes 13 a 20; 9-
Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker II; 10- Fracdo 21. (B) Resultados de SDS-PAGE
(12,5 %) obtidos para o mutante AioB F108A. Gel da esquerda: 1- Marcador de pesos moleculares Colour
Protein Marker 1l ; 2- Fragdo dialisada; 3 e 4- Fragao de contaminantes da segunda cromatografia IMAC;
5- Fragdo dessalinizada; 6 a 10- Fragbes 6 a 10 provenientes da cromatografia por exclusdo molecular.
Gel da direita: 1- Fracéo 11; 2- Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker II; 3 a 10- Fragdes
12 a19. Gel de baixo: 1- Fracéo 20; 2- Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker II; 3 a 10-
Fragbes 21 a 28 (Consultar Anexo 6).
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Pela analise dos resultados obtidos por eletroforese, juntaram-se as fracées que continham
ambas as subunidades AioA (93 kDa) e AioB (14 kDa), para cada um dos mutantes em estudo.
Posteriormente, as fracbes foram concentradas, e a concentracdo final de proteina foi
calculada com recurso ao aparelho Nanodrop SpectraMax190, encontrando-se os resultados
sumariados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Concentracéo final de proteina apds purificagdo. Para os mutantes AiocA Q726G e AioB

F108A, foram considerados valores de coeficiente de extingdo molar (£2s0nm) tedricos de 136883 Mt em?
e 136887 M* cm’l, respetivamente, calculados através da ferramenta bioinformatica Protparam.

Mutante Volume final Concentracdo final
AioA Q726G 50 yL 15,89 mg/mL
AioB F108A 60 uL 13,17 mg/mL

Em forma de concluséo, foi possivel obter proteina com elevado grau de pureza, utilizando
0 protocolo descrito anteriormente para expressao heterdloga e purificagdo. Assim sendo,
progrediu-se com o trabalho experimental para a realizagdo de ensaios de cristalizagéo, com

vista & determinacao da estrutura tridimensional dos mutantes em estudo.

4.2.2. Cristalografia de raios-X

4.2.2.1. Ensaios de cristalizagdo e experiéncia de difracdo de raios-X

Como referido anteriormente (subcapitulo 3.4), aquando da realizagdo dos ensaios de
cristalizacdo foram utilizadas as condi¢cbes de cristalizagdo previamente determinadas e
otimizadas no Laboratério de Cristalografia de Proteinas, tal como se fez para a proteina

nativa.

Os ensaios de cristalizagdo foram realizados em caixas de cristalizagdo de 24 reservatorios,
a 4°C, recorrendo ao método de difusdo de vapor e técnica de gota assente. Tendo verificado
para a proteina nativa, o aparecimento de melhores cristais para as condicdes em que se
utilizou uma mistura de 100% ou 80% da solucéo de 0,1M tampdo HEPES de sddio pH 7,0; 2%
PEG 400 e 2M (NH,),S04, com 0% ou 20%, respetivamente, da solucdo de 0,1M tampéo
HEPES de sddio pH 8,0; 2% PEG 400 e 2M (NH,4),S04, as mesmas condi¢des foram utilizadas
aguando da realizacdo dos ensaios de cristalizacdo para os mutantes AioA Q726G e AioB
F108A.

Adicionalmente, tendo-se verificado, no decurso de uma avaria da camara de 4°C, o
aparecimento e crescimento de cristais, foram realizados varios ensaios de cristalizagdo em

que foi variada a temperatura (consultar Tabela 3.3).
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Verificou-se que todas as tentativas conduziram ao aparecimento de cristais apds variacdo
da temperatura, a excecdo do ensaio em que a proteina foi inicialmente incubada a 30 °C
durante 5 minutos e as gotas foram feitas a 4 °C (consultar Tabela 3.3, ensaio 3). Neste caso,
houve formacdo de um precipitado e a auséncia de cristais, que devera ter sido devido a
diminuicdo acentuada da temperatura de 30 °C (temperatura de incubacdo) para 4 °C

(temperatura de cristalizagéo).

As condic¢des descritas no ensaio 2 da Tabela 3.3, no qual foi feita a incubagdo da proteina
a 30 °C, realizacéo das gotas a 20 °C e posterior transferéncia da placa para 4 °C, permitiram o
aparecimento de alguns cristais de pequena dimensdao embora se tenha também verificado
maioritariamente a formacdo de um precipitado. Deste modo, por comparacdo com as
condicdes utilizadas no ensaio 3, foi possivel verificar que no ensaio 2 a diminuicdo de
temperatura menos acentuada favorece ligeiramente o aparecimento de cristais, embora se
verifique em ambos os casos a formacdo de precipitado, 0 que sugere, por sua vez, que a

incubacéo inicial a 30 °C conduz a desnaturacao da proteina.

Posto isto, realizaram-se novos ensaios em que foi efetuado um ciclo de subida e descida
de temperatura (consultar Tabela 3.3, ensaios 1, 4 e 5), na tentativa de reproduzir a alteragéo
de temperatura aquando da avaria da camara, através dos quais se verificou o aparecimento

de varios cristais nas gotas.

No entanto, foram observadas diferengas na dimenséo dos cristais obtidos. Nos ensaios em
que se realizou uma alteracao de temperatura menos gradual (consultar Tabela 3.3, ensaios 1
e 4), variando a temperatura entre 4 °C, 20 °C e 30 °C, verificou-se o aparecimento de
inmeros cristais de pequenas dimensfes, enquanto que no ensaio em que se realizou uma
alteracdo de temperatura menos significativa, variando a mesma entre 4 °C, 10 °C, 16 °C, 22
°C e 30 °C (consultar Tabela 3.3, ensaio 5), se verificou o aparecimento de um menor nimero

de cristais mas de maior dimenséao.

Podemos entdo afirmar que a temperatura é um fator determinante na realizacéo de ensaios
de cristalizacdo da Aio, tendo-se verificado que a variacdo de temperatura em intervalos
maiores favorece 0 aparecimento de cristais, enquanto que a variacdo em intervalos mais

reduzidos favorece o seu crescimento, como se pode visualizar na Figura 4.11.
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1semana 6 horas ou 120U 24 6 horas Ate se verificar
overnight horas aparecimento de
cristais

1 hora 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas Até se verificar
aparecimento de
cristais

Figura 4.11. (A) Cristais de AioA Q726G obtidos a 4 °C pela técnica de gota assente, com tamanho
aproximado de 0,1 x 0,1 x 0,1 mm, ap6s variacdo da temperatura entre 4 °C, 20 °C e 30 °C. (B) Cristais
de AioA Q726G obtidos a 4 ‘C, com tamanho aproximado de 0,2 x 0,2 x 0,1 mm, ap6s variagdo da
temperatura entre 4 °C, 10 °C, 16 °C, 22 °C e 30 °C. (C) Cristais de AioB F108A obtidos a 4 °C, com
tamanho aproximado de 0,2 x 0,2 x 0,1 mm, apés variagdo da temperatura entre 4 °C, 10 °C, 16 °C, 22 °C
e 30 °C. Os cristais foram obtidos utilizando 0,1 M tamp&o HEPES de sédio pH 7,0; 2% PEG 400 e 2 M
(NH4)2S04 ou uma mistura de 80 % de 0,1 M tampdo HEPES de sédio pH 7,0; 2% PEG 400 e 2M
(NH4)2S04 e 20 % de 0,1 M tampédo HEPES de sddio pH 8,0; 2% PEG 400 e 2 M (NH4)2S04.

Assim sendo, 0 ensaio em que se realizou a alteragdo de temperatura menos significativa,
revelou-se 0 mais eficaz para a obtencao de cristais mais robustos e de manipulagao mais facil,

adequados a experiéncia de difracédo de raios-X.

Os melhores cristais, de cada um dos mutantes, foram estabilizados, transferidos para uma
solucao crio-protetora e congelados em azoto liquido para posterior difracdo por radiacdo de
sincrotrao nas linhas ID23-1 do ESRF (Grenoble, Franca) e PXIIl do SLS (Villigen, Suica)
(Figura 4.12).
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Figura 4.12. PadrBes de difracdo obtidos para os cristais de AioA Q726G (A) e AioB F108A (B). (A) A
experiéncia de difracdo foi efetuada na linha ID23-1 (ESRF), e o conjunto de dados recolhido e
apresentado tem uma resolugdo maxima de 2,18 A. (B) A experiéncia de difragéio foi efetuada na linha
PXIII (SLS), e o conjunto de dados recolhido e apresentado tem uma resolugdo méaxima de 2,20 A. Os
dados dos mutantes AioA Q726G e AioB F108A foram recolhidos a um comprimento de onda fixo de
0,992 e 1,00 A, respetivamente.

Repetindo a abordagem descrita anteriormente para os cristais de Ai0oAB nativa, os dados
de difracdo dos mutantes foram processados, encontrando-se as estatisticas deste

processamento apresentadas na Tabela 4.5.

Como seria de esperar, 0s cristais dos mutantes em estudo pertencem ao mesmo grupo
espacial que os cristais de proteina nativa (P22,2,) apresentando as mesmas constantes da

célula unitaria e contetido de solvente.

Tabela 4.5. Estatisticas de qualidade dos dados de difragdo dos cristais dos mutantes AicA Q726G e
AioB F108A. Os valores entre parénteses correspondem a camada externa de resolucao.

1 1 -
_ Zh(N — 1)2 ZIiV=1|[(h)i — Iy namero total de reflexdes

im = Multiplicidade =
pum YhXN, Iinyi P ntmero total de reflexdes Gnicas
_ Volume da célula unitaria Contetido de solvente = 1 1.23
M™ "Massa da célula unitaria onteudo de sotvente = Vu
Parametros AioA Q726G AioB F108A

Resolucéo (A)

49,22-2,18 (2,22-2,18)

49,55-2,20 (2,24-2,20)

<l/o(l)>

5,6 (2,1)

8,2 (1,5)

CC1/2

0,969 (0,467)

0,988 (0,590)

Numero total de reflexdes

1703047 (82572)

3418983 (157903)

Numero de reflexdes Unicas

253576 (12422)

247069 (12160)

Rpim (%) 11,6 (48,2) 9,8 (52,4)
Multiplicidade 6,7 (6,6) 13,8 (13,0)
Completeness (%) 100,0 (99,9) 100,0 (100,0)
Numero de moléculas na
; L 2 2
unidade assimétrica
Coeficiente de Matthews
(A% / Dalton) 2,78 2,18
Conteudo de solvente (%) 55,84 55,82
Grupo espacial P2212; P22:2;
Constantes da célula unitaria a= 141,6; b= 148,8; c=232,1 a= 141,5; b= 148,8; c= 232,2
(A, °) a=B=y=90 a= = y=90
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Pela analise das estatisticas apresentadas foi possivel comprovar a qualidade dos dados de
ambos os mutantes, aplicando os critérios definidos anteriormente para os dados da AicAB
nativa (consultar subcapitulo 4.1.3.1), possibilitando a passagem para a etapa seguinte de

resolucdo da estrutura tridimensional dos mutantes em estudo.

4.2.2.2. Resolucao das estruturas e refinamento

As estruturas dos dois mutantes em estudo foram resolvidas recorrendo a um refinamento
de corpo rigido, de igual modo ao descrito anteriormente para a proteina nativa (consultar
subcapitulo 4.1.3.2).

Tendo em conta que se pretendia visualizar a mutacdo da GIn726, no mutante AioA Q726G,
este residuo foi removido das quatro cadeias polipeptidicas correspondentes a subunidade
AioA, do ficheiro pdb utilizado como modelo homdlogo. Para o mutante AioB F108A, foi
realizado o mesmo procedimento. Para ambos os mutantes, foram ainda removidas as
moléculas de 4gua e iBes presentes, utilizando a cadeia polipeptidica, os centros metalicos e
os cofatores (bis-MGD) do atomo de molibdénio para o célculo do mapa de densidade

eletrénica.

Terminada esta etapa foi entdo possivel obter os fatores de estrutura e as fases, que
permitiram o calculo de mapas de densidade eletronica dos mutantes AicA Q726G e AioB

F108A, tornando possivel a progressao para a etapa de refinamento.

Antes de continuar o processo de refinamento confirmou-se a existéncia de densidade
eletrénica no mapa Fqps-Fcac para os residuos mutados. Para tal, recorreu-se ao programa de
visualizagdo Coot, utilizando os ficheiros mtz e pdb obtidos anteriormente no programa
Refmach. Verificou-se a presenca de densidade eletrénica positiva correspondente a um
residuo de Gly para os residuos 726 da subunidade AioA, e Ala para os residuos 108 da

subunidade AioB, nos mutantes AioA Q726G e AioB F108A, respetivamente.

Tendo em conta que os ficheiros pdb utilizados como modelos ndo possuiam coordenadas
atémicas dos residuos mutados, foi possivel confirmar que a densidade positiva observada era
unicamente proveniente dos dados experimentais, ndo estando afetada por qualquer model

bias, o que evidencia 0 sucesso na resolugéo das estruturas dos mutantes em estudo.

Depois da inser¢cdo dos residuos mutados, procedeu-se ao refinamento das estruturas
através da realizagdo de varios ciclos de construcéo e refinamento dos modelos, através de
alteracdes no Coot e utilizagdo do Refmach, ao fim dos quais se concluiu que os modelos
construidos explicavam satisfatoriamente os dados experimentais, como se pode verificar

através das estatisticas de refinamento finais indicadas na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6. Estatisticas de refinamento inicial e final obtidas para os mutantes AioA Q726G e AioB
F108A.

Mutante AioA Q726G Mutante AioB F108A
Parametro Refinamento Refinamento Refinamento Refinamento

inicial final inicial final

Fator R 0,3365 0,2830 0,2428 0,1893

R free 0,3397 0,3223 0,2421 0,2265

RMSD para o angulo de ligagéo (°) 1,9637 1,7569 2,1148 2,0262

RMSD para o conz’gglmento de ligacdo 0.0205 0.0148 0.0223 00187

Gréfico de Ramachandran (%)

- residuos nas regides mais favoraveis 94,41 95,06
- residuos nas regides permitidas 4,74 4,40
- residuos nas regides ndo permitidas 0,85 0,54

Em suma, avaliando as estatisticas resultantes do refinamento das estruturas dos mutantes
em estudo, pode afirmar-se que a construgdo dos modelos foi, no global, bem sucedida,
aplicandos os critérios definidos anteriormente (consultar subcapitulo 4.1.3.2). Embora as
estruturas se encontrem atualmente em fase de refinamento foi possivel avancar para a etapa

final de caracterizacao.
4.2.2.3. Caracterizacado das estruturas

A analise inicial dos modelos permitiu verificar que os residuos mutados se encaixam
corretamente na densidade eletronica, apresentando um valor para o fator de ocupagéo igual a
1, indicando que os atomos destes residuos se encontram na posi¢ao indicada pelo modelo em
todas as moléculas do cristal, como seria de esperar. No que diz respeito ao fator B, 0s
residuos mutados, em cada uma das estruturas, apresentam valores préximos aos valores de
fator B para residuos vizinhos e para a totalidade dos aminoacidos, evidenciado a correta
posicao dos atomos e assim, 0 ajuste bem sucedido dos residuos adicionados.

Na Figura 4.13 (A) encontra-se representada a estrutura obtida para o mutante AioA
Q726G, destacando o residuo de glicina na posi¢édo 726 e o centro ativo da enzima, constituido
pelo &omo de molibdénio coordenado por quatro atomos de enxofre de duas moléculas de
molibdopterina e um &tomo de oxigénio, dando origem a uma geometria piramidal
quadrangular. Adicionalmente, por comparacdo com a estrutura de AioAB nativa (Figura 4.13
(B)), obtida anteriormente no laboratério de Cristalografia de Proteinas, foi possivel verificar
gue o atomo de molibdénio apresenta a mesma geometria pentacoordenada (duas moléculas

MGD e um ligando oxo) e nao se verificam altera¢des na estrutura global da proteina.
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Figura 4.13. Representacéo do centro ativo da subunidade AioA nas estruturas do mutante AioA Q726G
(A) e nativa (B) da arsenito oxidase de NT-26. Na figura encontra-se representado o atomo de molibdénio
coordenado por duas pterinas e um atomo de oxigénio, numa geometria quadrangular piramidal.
Encontra-se também representado o residuo 726, Gly no mutante AioA Q726G e GIn na estrutura nativa.
O mapa 2F,-Fc (a azul) apresenta um contorno de 10. Cddigo de cores: carbono — cinzento; azoto — azul;
oxigénio — vermelho; enxofre — amarelo; fésforo — laranja; molibdénio — azul esverdeado. As imagens
foram geradas no programa Pymol (DelLano, 2002).
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Dada a proximidade do residuo mutado ao centro ativo da enzima, é possivel que a
substituicdo do residuo de glutamina por glicina afete a atividade da enzima. Como foi referido
anteriormente (consultar subcapitulo 1.3.2), no mecanismo proposto atualmente para a arsenito
oxidase, quando ocorre oxidacao de arsenito a arsenato, 0 atomo de molibdénio é reduzido,
passando de um estado de oxidacdo de +VI para +IV. O estado de oxidacdo inicial do
molidbénio é restaurado quando os dois eletrdes sdo transferidos para o centro metalico [3Fe-

4S], de seguida para o centro de Rieske, e por Ultimo, para um aceitador de eletrdes sollvel.

Assim sendo, tendo em conta a substituicdo da GIn726, que possui uma cadeia lateral polar
que favorece a transferéncia eletrénica, por Gly, um aminoacido apolar de pequena cadeia
lateral, é provavel que a cadeia de transferéncia eletronica se torne menos eficiente, fazendo
com que o atomo de molibdénio permaneca mais tempo no estado reduzido, e

consequentemente com que a enzima se torne menos ativa.

Por sua vez, na Figura 4.14 (A) encontra-se representada a estrutura obtida para o mutante
AioB F108A, destacando o residuo de alanina na posicdo 108 e os residuos Cys103, Pro104,
His105, Lys106, Gly107, Gly123 e His124, localizados junto do centro de Rieske.

Por comparagédo com a estrutura de AioAB nativa (Figura 4.14 (B)), foi possivel visualizar a
auséncia de alterag8es na estrutura global da proteina, de igual modo ao que foi obtido para o
mutante AiocA Q726G.

No entanto, foi possivel constatar que a substituicdo do residuo Phel08 por um residuo de
alanina torna o centro de Rieske mais exposto ao solvente. O residuo de Phe na estrutura
nativa, mais volumoso comparativamente ao residuo Alal08 na estrutura do mutante, protege

melhor o centro metalico do solvente, tornando-o menos acessivel.

Assim sendo, no mutante AioB F108A, devido ao aumento de exposicdo do centro de
Rieske, é possivel que a transferéncia eletrénica entre o centro [3Fe-4S] e o centro de Rieske,
e entre este Ultimo e o aceitador final de eletr6es se torne mais rapida e eficiente, tendo em
conta 0 mecanismo proposto para a reacdo catalisada pela arsenito oxidase, referido

anteriormente.
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Figura 4.14. Representagdo do centro de Rieske da subunidade AioB nas estruturas do mutante AioB
F108A (A) e na estrutura nativa (B) da arsenito oxidase de NT-26. O residuo na posi¢do 108, Phe na
estrutura nativa e Ala no mutante AioB F108A encontra-se representado. Os residuos Cys103, Pro104,
His105, Lys106, Phel08, Gly107, Gly123 e His124 encontram-se localizados a volta do centro metdlico
de Rieske. O mapa 2F.-F. (a azul) apresenta um contorno de 1o. Codigo de cores: carbono — cinzento;
azoto — azul; oxigénio — vermelho; enxofre — amarelo; ferro — castanho. As imagens foram geradas no
programa Pymol (DeLano, 2002).
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4.2.3. Ensaios cinéticos por Espetroscopia de UV/Visivel

Os ensaios cinéticos foram realizados para os mutantes AiocA Q726G e AioB F108A, com o
principal objetivo de determinar a atividade especifica da enzima e inferir o efeito das mutacdes

realizadas no mecanismo de transferéncia eletrénico envolvido.

O procedimento experimental descrito anteriormente (consultar subcapitulo 3.7) foi baseado
em informacédo descrita na literatura (Warellow et al., 2013) e em informacéo fornecida pela
Professora Joanne Santini (Institute of Structural and Molecular Biology, University College of

London).

Como foi referido anteriormente, pensa-se que o turnover catalitico da arsenito oxidase se
inicie com a oxidacéo de arsenito a arsenato no centro de Mo. Tendo em conta que o arsenato
é libertado antes de o aceitador final de eletrdes se ligar a proteina na forma reduzida, torna-se
possivel realizar estudos de atividade enzimética através monitorizacdo da redugdo do
aceitador de eletrdes, tendo utilizado DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol), um aceitador de

eletr6es néo-fisiologico (Figura 4.15).

M Cl H Cl
L e — (T
HO o HO OH
Cl Cl

Figura 4.15. Reacgéo de reducéo de DCPIP, desencadeada pela oxidag¢do de arsenito a arsenato.

Os ensaios cinéticos de espetroscopia de UV/Visivel foram conduzidos a uma temperatura
de 25 °C e foram realizados através da monitorizagdo da reducdo de DCPIP a um comprimento
de onda de 600 nm. Como substrato da reacgéo foi utilizada uma solucdo de arsenito de sédio
(NasAsOs) a pH 8,0.

Os ensaios cinéticos foram primeiramente realizados para a enzima nativa, Ai0OAB,
permitindo, posteriormente, a comparacao e avaliacdo da alteracdo da atividade nos mutantes

em estudo. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 4.16.
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Figura 4.16. Representagdo grafica do ensaio cinético para a AioAB nativa, no qual foi feita a
monitorizagdo da absorvancia a 600 nm ao longo do tempo. Os ensaios foram realizados utilizando 20 pg
de proteina numa solugdo tamp&o de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NacCl e 300 uM de DCPIP. Depois
da estabilizacédo da solucéo de proteina e DCPIP (ao fim de cerca de 10minutos), adicionou-se 2,5 mM
arsenito de sédio pH 8,0. O resultado apresentado corresponde a um dos replicados técnicos realizado
(consultar Anexo 7, Figura 7.8), e o ensaio foi conduzido a 25 °C.

Pela analise da Figura 4.16, verifica-se um periodo inicial de estabilizagdo da solugdo de
proteina e DCPIP. Apds estabilizac@o da absorvancia a 600 nm, ao fim de cerca de 10 minutos,
foi adicionado o substrato da reagdo, 2,5 mM arsenito de sodio pH 8,0, verificando-se que apés
adicdo do mesmo ocorreu reducéo de DCPIP, visivel por decréscimo da aborvancia ao longo
do tempo. Para obtencédo do valor de atividade especifica, foi determinado o declive no periodo
em que a velocidade da reacdo é maxima e foi calculada a atividade especifica para cada um
dos ensaios realizados, encontrando-se 0s resultados apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Resultados obtidos para os ensaios cinéticos da AioAB nativa, realizados na forma de
replicados técnicos a 25 °C. Para os calculos de atividade de atividade especifica foi considerado um
valor de €soonm (DCPIP) = 23 Mt cm™ (Warellow et al., 2013) e uma concentracao final de proteina no
ensaio de 20 pg/mL (consultar Anexo 7, Figura 7.9).

Média de atividade

Ensaio Declive (min'l) (rﬁ;i/l\'llic::ic:ﬁl) A(t:jml???n?ﬁgerﬁgif)a esPecififa .
(umol™ min™ mg™)
1 0,0682 2,965 0,1483
2 0,0485 2,109 0,1054 0,1141
3 0,0408 1,774 0,0887

Por comparacéo inicial entre o valor de atividade especifico obtido, 0,1141 umol'1 min™* mg'l
e o valor apresentado na literatura (Warellow et al., 2013), 1,7 pmol™ min™ mg™, pode desde
logo verificar-se uma diferenga notéria, evidenciando que a proteina utilizada aguando da
realizacdo dos ensaios cinéticos se encontra significativamente menos ativa. E, pois, possivel
que tenha ocorrido uma perda substancial de atividade da proteina durante a etapa de

purificac@o ou durante a realizagdo dos ensaios cinéticos.

Posto isto, a otimizacdo das condicbes de purificacdo e a variacdo de condi¢cdes dos
ensaios cinéticos com vista a sua otimizacdo revela-se crucial até que sejam obtidos valores

semelhantes aos da literatura.
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Apesar dos valores obtidos para a proteina nativa diferirem significativamente dos mesmos
publicados na literatura (Warellow et al., 2013), foram realizados ensaios cinéticos para 0s
mutantes AioA Q726G e AioB F108A, repetindo o mesmo procedimento utilizado para a
proteina nativa, no sentido de caracterizar o efeito das mutacfes na atividade especifica. O

resultado obtido para o mutante AioA Q726G encontra-se apresentado na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Representacdo grafica do ensaio cinético para o mutante AioA Q726G, no qual foi feita a
monitorizagdo da absorvancia a 600 nm ao longo do tempo. Os ensaios foram realizados utilizando 20 pg
de proteina numa solucdo tampé&o de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NaCl e 300 uM de DCPIP. Depois
da estabilizac@o da solucdo de proteina e DCPIP (ao fim de cerca de 12minutos), adicionou-se 2,5 mM
arsenito de sédio pH 8,0. O resultado apresentado corresponde a um dos replicados técnicos realizado
(consultar Anexo 7, Figura 7.10), e o ensaio foi conduzido a 25 °C.

Pela analise da Figura 4.17, observa-se, para o mutante de estudo, um decréscimo bastante
mais lento da absorvancia a 600nm, comparativamente a proteina nativa (Figura 4.16),
inferindo desde logo que a redugcdo de DCPIP é mais lenta e que a mutacao realizada se

devera traduzir no decréscimo de atividade da proteina.

Para obtencéo do valor de atividade especifica foi primeiramente calculado, para os varios
replicados técnicos, o declive na velocidade méxima da reacdo, que ocorreu em média 3-5
minutos apos adi¢do da solugdo de arsenito. Os resultados obtidos encontram-se apresentados
na Tabela 4.8.

Tabela 4.8. Resultados obtidos para os ensaios cinéticos do mutante AioA Q726G, realizados na forma
de replicados técnicos a 25 °C. Para os calculos de atividade de atividade especifica foi considerado um

valor de €soonm (DCPIP) = 23 Mt cm™ (Warellow et al., 2013) e uma concentracdo final de proteina no
ensaio de 20 pg/mL (consultar Anexo 7, Figura 7.11).

Média de atividade

Ensaio Declive (min'l) (rﬁ;i/l\'llic::ic:ﬁl) A(t:jml???n?ﬁgerﬁgif)a esPecififa .
(umol™ min™ mg™)
1 0,0110 0,4783 0,0239
2 0,0062 0,2696 0,0135 0,0179
3 0,0075 0,3261 0,0163

Apesar do valor de atividade especifica obtido experimentalmente para a proteina nativa
diferir significativamente do valor publicado na literatura, foi feita a comparacéo deste primeiro

com os valores de atividade especifica obtidos para os mutantes em estudo.

85



Comparando os valores de atividade especifica da proteina nativa e do mutante AioA
Q726G, conclui-se haver um decréscimo acentuado da atividade da enzima, indicativo da
perda quase total de atividade. Deste modo, é possivel aferir que a substituicdo de GIn726 por
Ala726 na subunidade AioA, parece afetar significativamente a atividade da arsenito oxidase,

provocando uma diminui¢gdo da mesma.

Tendo em conta a proximidade deste residuo ao centro ativo da enzima, tudo indica que a
substituicdo de glutamina por glicina influencia a atividade da enzima, uma vez que a a cadeia
de transporte eletronico se torna menos eficiente, o que, consequentemente faz com que o
atomo de molibdénio permaneca mais tempo no estado reduzido, tornando assim a enzima

menos ativa por se tornar mais lenta na realizacao de reacfes redox sucessivas.

No entanto, tendo em conta que os resultados obtidos sdo preliminares, a auséncia de
valores publicados na literatura para o mutante em estudo, e tendo em conta a discrepancia
entre o valor obtido experimentalmente para a proteina nativa (0,1141 pmol™ min® mg™) e o
valor descrito na literatura (1,7 ymol™ min™ mg™), no pode ser excluida a possibilidade de ter
havido erros aquando da realizacdo dos ensaios. A realizacdo de novos ensaios cinéticos
torna-se fundamental para poder verificar a reprodutibilidade dos resultados obtidos e poder

avaliar o efeito da mutagéo no residuo 726 da subunidade AioA.

De igual modo ao realizado para a AioAB nativa e mutante AioA Q726G, foram realizados
ensaios cinéticos para o mutante AioB F108A. Pela analise da Figura 4.18, visualiza-se
novamente um periodo inicial de estabilizagcdo da solu¢cdo de proteina e DCPIP. Apés
estabilizacdo da absorvancia a 600 nm, ao fim de cerca de 8 minutos, foi adicionado o
substrato da reacdo, tendo-se verificado que apés a adicdo do mesmo ocorreu reducdo de
DCPIP.

E também possivel verificar, depois da adicdo de substrato, um decréscimo bastante mais

rapido da absorvancia a 600 nm, comparativamente a proteina nativa (consultar Figura 4.16).
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Figura 4.18. Representacdo grafica do ensaio cinético para o mutante AioB F108A, no qual foi feita a
monitorizagdo da absorvancia a 600 nm ao longo do tempo. Os ensaios foram realizados utilizando 20 ug
de proteina numa solugao tampéo de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NaCl e 300 uM de DCPIP. Depois
da estabilizacdo da solugédo de proteina e DCPIP (ao fim de cerca 8 minutos), adicionou-se 2,5 mM
arsenito de sodio pH 8,0. O resultado apresentado corresponde a um dos replicados técnicos realizado
(consultar Anexo 7,Figura 7.12), e o ensaio foi conduzido a 25 °C.
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Foi novamente calculado, para os varios replicados técnicos, o declive no periodo de
velocidade maxima da reacdo, que ocorreu em média 1-3 minutos apo6s adicdo da solucdo de

arsenito, e a atividade especifica, encontrando-se os resultados apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Resultados obtidos para os ensaios cinéticos do mutante AioB F108A, realizados na forma de
replicados técnicos a 25 °C. Para os calculos de atividade de atividade especifica foi considerado um
valor de €goonm (DCPIP) = 23 Mt em™ (Warellow et al., 2013) e uma concentragdo final de proteina no
ensaio de 20 pg/mL (consultar Anexo 7, Figura 7.13).

Média de atividade

Ensaio  Declive (min™) (rﬁki/l\»/lic:r?ﬁfl) p}tﬁi???ﬂ?ﬁ?ﬁglf)a es ecifig:a )
(umol™ min™ mg™)
1 0,3201 13,9173 0,6959
2 0,2955 12,8478 0,6424 0,6774
3 0,3192 12,8782 0,6939

Por comparacdo dos valores obtidos experimentalmente para a proteina nativa e para o
mutante F108A, 0,1141 e 0,6774 ymol™ min™* mg™, respetivamente, verifica-se um aumento
significativo da atividade especifica. Tudo indica que a mutagéo realizada resulta no aumento
de atividade da enzima, uma vez que a substituicdo da fenilalanina por alanina no residuo 108
torna o centro de Rieske mais exposto ao solvente e consequentemente, a transferéncia de
eletrdes mais rapida e eficiente, como foi possivel visualizar na estrutura obtida por

cristalografia de raios-X.

O valor obtido é significativamente inferior ao publicado para a proteina nativa, mas esta
diferenca deve ser vista como explicado anteriormente, uma perda significativa de atividade

durante a purificacéo e realizacéo dos ensaios cinéticos.

Os resultados aqui descritos encontram-se de acordo com os dados obtidos pelos
colaboradores deste projeto (dados néo publicados), onde se verifica a mesma tendéncia para

as atividades dos mutantes.

Assim sendo, é possivel reforcar que a mutacdo realizada no residuo 726 da subunidade
AioA conduz a um decréscimo drastico da atividade da enzima, enquanto que a mutagéo
realizada no residuo 108 da subunidade AioB conduz ao aumento de atividade, tendo em conta

0s pressupostos referidos anteriormente.

4.3. Mutagénese dirigida da subunidade AioA

Tendo em conta os resultados obtidos para os mutantes AicA Q726G e AioB F108A, a
realizacdo de mutagénese dirigida em residuos especificos da arsenito oxidase de a-
proteobacterium Rhizobium NT-26 teve como objetivo a obtencdo de novos mutantes para o
posterior estudo de efeito das mutagBes em outros residuos alvo que poderdo influenciar o
mecanismo de transferéncia eletrénica e a atividade da enzima. No presente estudo tentou-se
obter os mutantes D169A/N e E453A/Q. Esta etapa foi inicialmente realizada no laboratério da

Professora Joanne Santini, sob a sua orientac&o.
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A escolha dos residuos 169 e 453 da subunidade AioA deveu-se ao fato de estes se
localizarem perto do cofator de molibdénio (Moco) e do centro de [3Fe-4S], podendo estar de
certa forma envolvidos no mecanismo reacional da arsenito oxidase. A substituicdo dos
residuos por alanina visou aferir o seu eventual papel na estabilizacdo do substrato, aquando
da ligagdo ao centro ativo. Por sua vez, a subsituicdo dos mesmos por asparagina e glutamina,
em D169N e E453Q, respetivamente, podera mostrar qual a importancia de residuos

carregados negativamente perto do centro ativo.

Como mencionado anteriormente no subcapitulo 3.7, os genes aioAB foram previamente
clonados no vetor de expressdo pPROEX-HTb, utilizando o plasmideo recombinante como
molde para a mutacéo dos residuos Aspl69 e Glu453 pelo método de PCR utilizando o kit de
mutagénese dirigida QuikChange® 1l XL. O vetor foi utilizado para clonar cada um dos mutantes
em estudo, utilizando duas sequéncias de oligonucleétidos (primers) complementares que
continham a mutagéo desejada (D169A, D169N, E453A e E453Q). A digestdo da cadeia molde
de DNA foi realizada através da utilizacao da enzima Dpnl, e o produto da reagéo de digestédo

foi utilizado para a transformacao de células competentes XL10-Gold.

Tendo verificado a auséncia de aparecimento de coldnias transformantes, foi realizada uma
nova reacdo de amplificagdo para os varios mutantes em estudo na qual foi utilizado o
programa de amplificag&o inicial, alterando a temperatura de emparelhamento das sequéncias
de oligonucleétidos para 70 °C. O aumento da temperatura de emparelhamento visou a
diminuicdo de possiveis hibridacdes inespecificas e a promoc¢do do emparelhamento das
sequéncias de oligonucle6tiodos com a sequéncia complementar na cadeia de DNA a
amplificar. Terminada a rea¢do de amplificacdo procedeu-se novamente a digestdo da cadeia
molde com Dpnl e transformacdo em células competentes XL10-Gold e DH5a. A utilizacdo de
duas estirpes de células competentes foi realizada com intuito de aferir se a auséncia de
coldnias transformantes, verificada inicialmente, se poderia ter devido a perda de competéncia
das células XL10-Gold (fornecidas no kit utilizado). No entanto,verificou-se novamente a
auséncia de crescimento de coldnias transformantes, tanto para as células competentes XL10-

Gold como para as células da estirpe DH5a.

Posto isto, de forma a confirmar a presencga dos genes aioBA no plasmideo utilizado como
molde na reacdo de amplificacdo, realizou-se a digestdo do mesmo com as enzimas de

restricdo EcoR1 e Pstl, incubando o produto de reacdo a 37°C durante 2 horas.

Terminado o periodo de incubacdo, a amostra foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 1 %. Pela analise do resultado obtido, foi possivel confirmar a presenca de ambos os
genes aioB e aioA bem como a integridade do plasmideo recombinante utilizado, permitindo

eliminar a possibilidade de insucesso por utilizagdo de um plasmideo molde inadequado.

Na tentativa de obter os mutantes desejados foram desenhadas novas sequéncias de
oligonucledtidos complementares. A alteracdo das sequéncias, que consistiu no aumento do
namero de pares de bases, teve como intuito aumentar a probabilidade de hibridacdo dos

mesmos com a sequéncia de DNA complementar do plasmideo recombinante.

88



Repetiu-se o procedimento referido anteriormente, e verificou-se novamente a auséncia de

coldnias transformantes para todos os mutantes em estudo.

Depois das varias tentativas de otimizacdo do processo de mutagénese dirigida, foi ainda
utilizado o kit de mutagénese dirigida NZYMutagenesis Kit. Este procedimento foi realizado no
laboratério de Cristalografia de Proteinas, e o protocolo adotado apresentava algumas

variagdes face ao utilizado com o kit QuikChange® Il XL.

O plasmideo recombinante, clonado com os genes aioB e aioA, foi novamente utilizado
como molde para a mutagao dos residuos Aspl69 e Glu453 pelo método de PCR, utilizando
duas sequéncias de oligonucledtidos complementares que continham a mutagéo desejada. Os
produtos de PCR obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1 %, de forma a
avaliar a eficiéncia de amplificacdo, encontrando-se os resultados apresentados na Figura
4.19.
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Figura 4.19. Resultados de eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v) dos produtos de amplificagdo
obtidos (antes de digestao por Dpnl). 1- Marcador de pesos moleculares NZY Ladder Il (NZYTech); 2-
AioA D169A; 3- AioA E453Q; 4- AioA D169N; 5- AioA E453A.

Pela analise do resultado obtido por eletroforese em gel de agarose é possivel visualizar
nitidamente a amplificacdo dos produtos de reagdo dos mutantes E453Q e E453A, uma
amplificagdo menos nitida do produto de amplificacdo do mutante D169A, indicativa de uma
menor quantidade de DNA amplificado, e a auséncia de amplificagcdo para o produto de reacao
do mutante D169N, indicando, neste Ultimo que a reagdo de amplificacdo poderd ter ndo ter

sido eficaz.

Para as amostras em que se visualiza amplificacdo dos produtos de reacdo, as bandas
téem cerca de 7500 bp, consistente com o peso molecular do vetor (4779 pb) clonado com os
genes aioB (408 pb) e aioA (2538 pb).

Embora néo tenha sido visualizada amplificacdo para todos os produtos de PCR,
prosseguiu-se, para todas as amostras, para a digestdo da cadeia molde por acdo da enzima
Dpnl. A reacdo de digestédo foi entdo utilizada para a transformacdo em células competentes
DH5a de E.coli.
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Tendo verificado o aparecimento de coldnias transformantes procedeu-se ao isolamento de
plasmideos mutantes a partir de uma col6nia Unica, e a confirmacéo das mutacées foi realizada
por sequenciacdo do gene aioA. Os resultados de sequenciacdo foram analisados no programa
Clustal Omega (Sievers et al., 2011), e encontram-se apresentados de forma sumariada na
Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Resultados obtidos na sequenciagdo dos mutantes da subunidade AioA D169A/N e

E453A/Q. O codbes que codificam para os aminodcidos nas posicdes 169 e 453 encontram-se
destacados na sequéncia de DNA.

Gene Sequéncia de DNA Aminoacido

codificado
aioA nativo TCATCGTATCGGCCTTTGACCATGGCGGTGCAGGCG Asp169
(481-540 pb) GCGGCTACGA P
aioA mutante D169A  TCATCGTATCGGCCTTTGCCCATGGCGGTGCAGGCG Alal69
(481-540 pb) GCGGCTACGA
aioA mutante D169N TCATCGTATCGGCCTTTGACCATGGCGGTGCAGGCG ASD169
(481-540 pb) GCGGCTACGA P
aioA nativo GCGGCGTCGTACGCCTTGGCGGACACCAGGAAGGC Glu4s3
(1321-1380 pb) TATGTGCGC
aioA mutante E453A GCGGCGTCGTACGCCTTGGCGGACACCAGGCAGGC Alad53
(1321-1380 pb) TATGTGCGC

aioA mutante E453Q

(1321-1380 pb) Sem resultados .

Pela andlise dos resultados apresentados na Tabela 4.10 é possivel confirmar a mutagédo no
mutante D169A, cuja alteracdo do coddo GAC para GCC se traduz na alteragcao do aminoacido
codificado, neste caso de um residuo de aspartato para um residuo de alanina (consultar
Anexo 8, Tabela 7.4). A mutacdo foi também confirmada no mutante E453A, em que a
alteragcdo do codao GAA para GCA se traduz na alteragdo no aminoacido que codifica, neste

caso para um residuo de alanina.

Relativamente aos resultados obtidos para o mutante D169N, verifica-se a auséncia de
mutacdo, evidenciando que o DNA isolado poderia pertencer a uma colénia negativa,
indicando, por sua vez, que a digestdo da cadeia molde por agcdo da enzima Dpnl podera nao
ter sido totalmente eficaz. No que diz respeito ao mutante E453Q a auséncia de resultados de

sequenciacdo ndo permitiu confirmar a presenca ou auséncia da mutacdo desejada.

Posto isto, para estes dois Ultimos mutantes, devera ser repetido o processo de
transformagao em células competentes DH5a, utilizando DNA plasmidico previamente isolado,
e repetir-se a sequenciacdo do gene aioA para confirmar se os plasmideos recombinantes

contém ou ndo as mutagdes de interesse.

De qualquer forma, os resultados obtidos revelam que foi possivel produzir os mutantes
D169A e E453A da AioA, que poderdo ser utilizados futuramente em estudos cinéticos e
estruturais por cristalografia de raios-X, revelando a sua eventual importancia no mecanismo

de reacdo da enzima.
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5. Conclusdes e perspetivas futuras
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O arsénio é um contaminante que se encontra disperso por todo o mundo. As populacdes
de paises em desenvolvimento encontram-se particularmente em risco, uma vez que a
exposicdo cronica a este elemento resulta no desenvolvimento de cancro e outras patologias. A
Organizacdo Mundial de Satde recomendou um nivel maximo de arsénio em agua de 10 pgL™,
mas as reservas de agua de consumo em muitos paises contém niveis bastante mais
elevados, existindo uma necessidade urgente para o desenvolvimento de métodos eficientes

para a sua quantificacdo e remocéo.

Atualmente, os processos de remediagdo de aguas com As, utilizam métodos quimicos
como coagulacdo/co-precipitacédo, sorcdo/permuta idnica, precipitacdo ou filtracdo. A remocéao
de As(lll) de ambientes contaminados implica no entanto, a sua oxidacdo, geralmente
conseguida pela adicao de fortes agentes oxidantes como o0zono ou H,0,. Este método néo é o

mais recomendado, especialmente em agua para consumo, levando a procura de novas

alternativas para a remediagéo de As.

Neste contexto, a oxidacdo bacteriana de As(lll), pode consistir numa alternativa segura
comparativamente aos métodos quimicos, embora até & data, a maioria dos estudos de
oxidacao bacteriana de arsenito tenham sido realizados com bioreatores de pequena escala.

Talvez, devido ao estigma associado a contaminacdo bacteriana, os tratamentos de agua
de consumo com recurso a microorganismos ndo sejam, na generalidade, bem aceites, embora
esta percecdo possa ser alterada futuramente, assim que estas metodologias se tornem mais
comuns. Estes sistemas ativos sdo promissores e estardo de certeza em funcionamento, num
futuro préximo, pelo menos numa combinacdo com sistemas passivos, desenhados para

aumentar a ocorréncia natural de processos fisicos, quimicos e biol6gicos.

Para além do potencial das bactérias oxidantes de As(lll) em processos de bioremediacao,
estas podem também revelar-se extremamente promissoras para a detecdo de As, através da
sua utilizacdo em biossensores enziméaticos, permitindo uma rapida monitorizacéo de rotina de
sistema de tratamento de 4gua e outras amostras revelantes, ao fornecer ensaios simples e
baratos que possam ser realizados por trabalhadores o pela prépria populagdo local, sem

implicar formag&o extensiva.

Atualmente, existem varios biossensores para detecdo de As(V) e As(lll), sendo todos estes
baseados no método Gutzeit, que envolve a reacdo de amostras de agua com zinco metalico e
HCI para gerar arsina (AsHs). A arsina reage, por sua vez, com um papel indicador impregnado
com brometo de mercurio para gerar uma mancha colorida, cuja intensidade de cor indica a

concentracdo de As.

Estes biossensores sdo de simples utilizacdo e fornecem um resultado visual semi-
guantitativo, mas apresentam varios inconvenientes, nomeadamente elevado numero de falsos
positivos na presenca de baixas concentracdes de As, elevada toxicidade da arsina e dos sais

de mercurio utilizados, bem como variabilidade na interpretacao visual dos resultados.

93



Assim sendo, o desenvolvimento de biossensores enzimaticos com recurso a arsenito
oxidase (Aio), a enzima bacteriana que catalisa a oxidacdo de arsenito a arsenato, podera

constituir uma alternativa sustentavel para a detecao de As.

Na presente dissertacdo foi estudada a enzima arsenito oxidase (Aio), tendo escolhido
como organismo de estudo o oxidante de arsenito Alphaproteobacterium Rhizobium sp.NT-26.

O principal objetivo foi contribuir para a clarificagdo do mecanismo de rea¢do desta enzima
ao caracterizar estruturalmente a proteina nativa ligada a analogos do substrato, bem como
varios mutantes da enzima, tendo-se para isso utilizado uma combinacéo de cristalografia de
raios-X e ensaios cinéticos.

A primeira etapa consistiu ha expressao heteréloga e purificacdo das proteinas de estudo,
tendo utilizado sistemas descritos anteriormente na literatura. A componente de biologia
molecular para a proteina nativa e mutantes, alguns destes Ultimos obtidos anteriormente e
outros desenvolvidos nesta dissertacdo, foi realizada em colaboracdo com a Professora

Joanne Santini da University College of London.

Apos expresséo e purificagdo da Ai0AB nativa e dos mutantes em estudo AioA Q726G e
AioB F108A, foi possivel prosseguir para a realizacdo de ensaios de cristalizacdo. Foram
utilizadas condi¢Bes de cristalizacao previamente determinadas no laboratério de Cristalografia
de Proteinas, elegendo como mais favoraveis as condi¢cdes em que se utilizou uma solucéo
precipitante de 0,1 M de tamp&do HEPES de sddio (pH entre 7,0 e 8,0), 2% PEG 400 e 2 M
sulfato de amonio.

Adicionalmente, a variacdo da temperatura durante os ensaios de cristalizacdo permitiu
verificar que a realizacdo das gotas a 4 °C, seguida do aumento gradual até 30 °C e diminuicao
progressiva até 4 °C favorece o crescimento de cristais de Aio, concluindo que a temperatura é
um fator determinante para a obtencéo de cristais de boa qualidade desta proteina.

Posto isto, para a AioAB nativa, procurou-se essencialmente a realizagdo de soakings com
compostos analogos ao substrato de modo a estudar possiveis interag8es. Por cristalografia de
raios-X, conseguiu resolver-se e refinar com sucesso a estrutura tridimensional da AioAB
incubada com o composto [CgH4K,041,Sh, « 3H,0], apresentando valores finais de fator R e Ryee
de 0,1985 e 0,2314, respetivamente.

Verificou-se a presenca de densidade eletronica (2Fops-Fca © Fops-Feac) € densidade
andémala junto do 4tomo de molibdénio do centro ativo da enzima, modelada na forma de
antimonito. Tratando-se de um analogo ao substrato fisiolégico da enzima, este resultado
contribui para a clarificacdo do mecanismo de reacdo da enzima, sugerindo que a conformagéo
adotada por arsenito, antes da sua oxidagao a arsenato no centro ativo da enzima, podera ser

semelhante a observada com antimonito.
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Relativamente ao atomo de molibdénio do centro ativo, foi possivel observar uma geometria
quadrangular piramidal por duas moléculas de pterina e um atomo de oxigénio, em oposi¢cédo a
geometria hexa-coordenada apresentada no mecanismo de reagdo proposto atualmente para a
arsenito oxidase, concluindo-se que o atomo de molibdénio podera ter sofrido reducdo no

decurso da experiéncia de difragéo de raios-X.

Como perspetivas futuras, pretende-se repetir o soaking de cristais de AioAB nativa com
[CsH4K,01,Sb, « 3H,0], visando a obtencdo de melhores dados estruturais que permitam uma
caracterizagdo mais exata dos aductos arsenito-oxidase antimonito, bem como estudar e
caracterizar, por cristalografia de raios-X, a interacao da arsenito oxidase com outros analogos
do substrato, bem como inibidores da enzima de forma a clarificar o mecanismo de reacéo da

mesma.

Para os estudos com os mutantes AioA Q726G e AioB F108A, recorrendo a cristalografia de
raios-X pretendia-se caracterizar estruturalmente possiveis alteragBes decorrentes das
mutacdes realizadas, bem como, explorar o potencial dessas mesmas muta¢fes na atividade

da proteina em questéo por espetroscopia de UV/Visivel.

As estruturas dos mutantes AioA Q726G e AioB F108A foram resolvidas a 2,18 A e 2,20 A
de resolucgéo, respetivamente, e refinadas com sucesso, apresentando valores finais de fator R
e Ryee de 0,2830 e 0,3223, e 0,1839 e 0,2265, respetivamente. As estruturas encontram-se em
fase de refinamento, tencionando-se brevemente proceder a sua validacdo e deposicdo na
base de dados PDB. A andlise das estruturas permitiu visualizar a existéncia de densidade
eletrénica para as mutacbes realizadas e revelou a auséncia de quaisquer alteracdes na

estrutura global da proteina.

Para a estrutura do mutante Ai0A Q726G, verificou-se a mesma geometria piramidal
quadrangular do atomo de molibdénio no centro ativo, mas a auséncia de uma cadeia lateral
que favoreca a transferéncia eletrénica entre 0 atomo de molibdénio e os restantes centros
metalicos. Por sua vez, na estrutura do mutante AioB F108A foi possivel verificar que a
substituicdo pelo residuo de alanina na posi¢cdo 108 conduz ao aumento da exposicdo do

centro de Rieske ao solvente.

Estes resultados sugerem que estes residuos podem envolvidos no mecanismo reacional

desta enzima, desempenhando um papel importante no mecanismo de transferéncia eletrénica.

Tendo em conta os resultados estruturais obtidos, os ensaios cinéticos por espetroscopia de
UV/Visivel foram levados a cabo com o objetivo de verificar se as mutagbes estudadas

influenciavam e de que forma a atividade da proteina.
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Os resultados preliminares obtidos pela realizacdo de ensaios cinéticos permitiram a
determinacéo de valores de atividade especifica para a proteina nativa e para os mutantes. No
entanto, tendo-se verificado uma discrepancia significativa entre o valor obtido
experimentalmente e o valor publicado na literatura para a proteina nativa, foi possivel, desde
logo, concluir que houve perda de atividade enzimatica durante a purificagdo e a realizacéo dos

ensaios.

Assim sendo, os valores obtidos experimentalmente para os mutantes foram comparados
com os obtidos experimentalmente para a proteina nativa. Embora os resultados obtidos sejam
preliminares, foi possivel constatar que a mutacdo realizada no residuo 726 da subunidade
AioA conduz a perda drastica de atividade da proteina, concluindo-se que a mutacao provoca a
diminuicdo de eficiéncia da cadeia de transporte eletrénico, fazendo com que o atomo de
molibdénio permaneca mais tempo no estado reduzido, e, por isso, menos apto a realizar

reacOes de oxidacdo-reducdo sucessivas.

Por sua vez, os resultados obtidos para o mutante AioB F108A demonstram o aumento da
atividade especifica, estando estes resultados de acordo com os resultados obtidos por
cristalografia de raios-X, em que se visualizou o aumento da exposi¢cédo do centro de Rieske.
Deste modo, tudo indica que a substituicdo de fenilalanina por alanina na posicdo 108 da
subunidade AioB, torna a cadeia de transporte eletrénico mais eficiente e rapida, conduzindo

ao aumento de atividade verificado neste mutante.

Este resultado abre novas perspectivas para a utilizacdo desta enzima a nivel industrial em
processos de bioremediacdo de As. A utilizacdo de uma proteina mais ativa na oxidacdo de
arsenito, como € o caso do mutante AioB F108A, apresenta um elevado potencial para o
desenvolvimento de tecnologias limpas que visem a remocdo mais eficiente de arsénio em
ambientes contaminados, evitando ao mesmo tempo a utilizacdo de agentes oxidantes mais

toxicos.

Pretende-se, no futuro, realizar a repeticdo e otimizacéo de condi¢cdes para a realizacéo de
ensaios cinéticos, visando obter resultados semelhantes aos publicados na literatura para a
proteina nativa e a obtencdo de resultados reprodutiveis para os mutantes em estudo.
Paralelamente, pretende-se realizar ensaios cinéticos utilizando aceitadores de eletrdes
fisiolégicos, nomeadamente citocromo ¢ e azurina, de forma a verificar se na presenca dos
mesmos o0s resultados obtidos sdo semelhantes aos conseguidos utilizando DCPIP, um

aceitador de eletr6es nédo-fisioldgico.

Na tentativa de estudar o papel desempenhado por outros residuos no mecanismo reacional
desta proteina, foi realizada mutagénese dirigida com vista a obtencdo de novos mutantes,
nomeadamente AioA D1969A/N e AioA E453A/Q. Este procedimento foi realizado no Institute
of Structural and Molecular Biology da University College of London (Reino Unido) sob

orientacao da Professora Joanne Santini.
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Depois de varias tentativas de otimizacdo do processo, verifcou-se o0 aparecimento de
colénias transformantes para todos os mutantes. Procedeu-se ao isolamento de DNA
plasmidico e foi realizada sequenciacdo do gene aioA para confirmacdo das diferentes
mutacdes. Tendo em conta os resultados obtidos, foi possivel confirmar a presenca das
mutagBes desejadas para D169A e E453A. No entanto, para os mutantes D169N e E453Q os

resultados ndo foram positivos.

Assim sendo, como perspetivas futuras pretende-se obter os mutantes D169N e E453Q,
sendo necessdéria a repeticdo da etapa de transformacdo e a nova sequenciacao de forma a

confirmar a presenca das mutacdes de interesse.

Pretende-se também realizar, para os varios mutantes, as etapas de expressao, purificacdo
e ensaios de cristalizacdo, permitindo, idealmente, a obtencéo das estruturas tridimensionais e
a caracterizacao por cristalografia de raios-X. Tenciona-se ainda explorar o potencial dessas

mesmas mutacdes na atividade da proteina por espetroscopia de UV/Visivel.

Em suma, apesar de ndo ter sido conseguida a concretizacdo plena de todos os objetivos
propostos para a presente dissertacdo, ou de nem todos terem sido alcangados com sucesso,
os resultados obtidos permitiram retirar algumas conclusdes importantes sobre 0 mecanismo
de reacdo da arsenito oxidase. Assim sendo, o projeto contribuiu para o avancar dos
conhecimentos disponiveis nesta vasta area de investigacdo, abrindo portas a novas

perspetivas no que diz respeito a bioremediacao de arsénio a nivel mundial.
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Anexo 1
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Figura 7.1. Diagramas de espécies inorganicas de As(lll) e As(V) em agua. (A) Percentagem de espécies
aquosas de arsenito [As(lll)] em funcdo do pH, a uma forga idnica de 0,04 M; (B) Percentagem de
espécies aquosas de arsenato [As(V)] em funcdo do pH, a uma forca iénica de 0,04 M; (C) Diagrama de
estabilidade de Eh-pH para espécies aquosas de As a 25 °C, pressédo total de 1 bar e atividade de
As(OH)4™ (Adaptado de Meng et al., 2000).

Tabela 7.1. Principais tecnologias de remocao de As de 4guas contaminadas (Adaptado de Cheng et al.,
1994).

Remocéo Remocéo

Tecnologia Reagentes de As (ll) de As (V) CO.ndI(;,.OES Reducdo de eficiéncia
ideais
% %
Silica (pH de 6,5-7,5)
. Cloreto férrico <30 90 - 95 pH 6,0-8,0 pH (na gama néo
Cc_)agulagao, 6ptima)
filtracdo e Sulfatos
recipitacao 3
precipfiag (aluminio, <30 80 - 90 pH 6,0-6,5 pH (na gama néo
P Optima)
cobre, amonio)
Oxido de H (na gama ndo
aluminio ou 30-60 >05 pH 5,5-6,0 P ag
X Optima)
5 carvao ativado
Adsorgao Silica (pH de 6,5-7,5)
Hidroxido de 30 - 60 >95 pH>>8,0 pH (na gama nédo
ferro Pl
Optima)
. 2- 2- ~
P_grmuta R_e;mas <30 80 - 95 [SO47] <20 [SO4 ]>1_2,0 mg/L (n&o
i0nica anionicas mg/L viavel)
Nanofiltracéo - 60 - 90 >95
Presenca de Presenca de Fe e Mn
C_)smose ) 80-95 >95 As dissolvido  (colmatag&o dos poros)
inversa
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Anexo 2

Cubic Tetragonal Orthorhombic
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Figura 7.2. Representacdo esquematica dos sete sistemas cristalinos (Adaptado de Gale, 2006).
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Figura 7.3. Representacao esquematica das 14 redes Bravais (Adaptado de Gale, 2006).
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Anexo 3

BsoM181  pr )i 509

multiple

Hpa| 4512 IEMIHG
 Hine 1l 435'] °!:"""‘9

Apal4215 sl
BalE || 4189
Bell avzz, Trc promtav\
Miu | 3008
lact® \
pProOEX HTb
PIM | 3584 4779 bp

Cd Ap”, Scal 1264

Pvul1315
8s107 | 3353
f1 r\te'oenuc Fspl 1522
region
NgoA |V 3125
Dralll 2019 \
/

Sap| 2757

/ Lami10G | 1742

AlwN | 2221

RBS HIS-TAG
ACAGGAAACAGACCATGTCGTACTACCATCACCATCACCATCACGATTACGATATCCCA
TGTCCTTTGTCTGGTACCACATGATGGTAGTGGTAGTGGTAGTGCTAATGCTATAGGGT

MetSerTyrTyrHisHisHisHisHisHisAspTyrAspIlePro

Ehel BamHI
TEV-site Ncol EcoRI Stul Sall
ACGACCGAAAACCTGTATTTTCAG GGCGCCATGGGATCCGGAATTCAAAGGCCTACGTCG
TGCTGGCTTTTGGACATAAAAGTC CCGCGGTACCCTAGGCCTTAAGTTTCCGGATGCAGC
ThrThrGluAsnLeuTyrPheGln|GlyAlaMetGlySerGlyIleGlnArgProThrSer

SstI Spel NotI NspV XbaIl PstI XhoI KpnI
ACGAGCTCACTAGTCGCGGCCGCTTTCGAATCTAGAGCCTGCAGTCTCGAGGCATGCGGT
TGCTCGAGTGATCAGCGCCGGCGAAAGCTTAGATCTCGGACGTCAGAGCTCCGTACGCCA
ThrSerSerLeuValAlaAlaAlaPheGluSerArgAlaCysSerLeuGluAlaCysGly

HindIII
ACCAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGA
TGGTTCGAACCGACAARACCGCCTACTCTCTTCTAAAAGTCGGACTATGTCT
ThrLysLeuGlyCysPheGlyGly***

Figura 7.4. Mapa e sequéncia do vetor de expressao pProex-HTb (Invitrogen) utilizado para clonagem
dos genes aioBA.

Anexo 4

Tabela 7.2. Composicao do meio de expresséo LB utilizado na expressdao em E.coli. Os meios foram
preparados em agua miliQ e o pH ajustado para 7,0. De seguida, os meios foram autoclavados a 120 °C
durante 20 minutos.

Reagente Composicao Marca
Triptona 10 g/L Bacto ™ Tryptone BD
Extrato de levedura 5g/L Fluka
Cloreto de sodio (NacCl) 10 g/L Scahrlau
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Anexo 5

Tabela 7.3. Condi¢Oes de cristalizacéo dos screens de cristalizagdo 80! e Salt-Rx1.

80! (1) 0,1 M Acetato pH 4,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 30% MPD

80! (2) 0,1 M MES pH 6,5; 1 M Tartarato de potassio/sédio

80! (3) 0,4 M Fosfato de amonio

80! (4) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 3 M Sulfato de amoénio

80! (5) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,2 M Citrato de sédio; 30% MPD

80! (6) 0,1 M Acetato pH 4,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K
80! (7) 0,1 M HEPES pH 7,5; 1,2 M Citrato de so6dio

80! (8) 0,2 M Citrato de sédio; 2M Sulfato de aménio

80! (9) 0,1 M Citrato pH 5,5; 0,2 M Acetato de amonio; 30% PEG 400
80! (10) 0,1 M Acetato pH 4,5; 1,5 M Fosfato de amonio

0,1 M HEPES pH 7,5; 1,5 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 1,5 M Fosfato

|
801 (11) hidrogénio di-sédio; 0,2 M Sulfato de aménio

80! (12) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Citrato de sédio; 20% PEG 400

80! (13) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 25% PEG 4K

80! (14) 0,1 M MES pH 6,5; 0,1 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 8K

80! (15) 0,1 M Citrato pH 5,5; 0,2M Sulfato de litio; 30% PEG 4K

80! (16) 0,1 M Acetato pH 4,5; 1 M Sulfato de litio

80! (17) 0,1 M Tris-HCI pH 7,5; 0,2 M Fosfato de aménio; 30% MPD

80! (18) 0,1 M Tris-HCI pH 7,5; 0,2 M Acetato de aménio; 1,5 M Fosfato hidrogénio
' dipotassio; 1,5 M Fosfato dihidrogénio de sodio

80! (19) 0,1 M Citrato pH 5,5; 0,1 M Sulfato de aménio; 30% PEG 8K

80! (20) 0,1 M MES pH 6,5; 30% MPD

80! (21) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K

80! (22) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Acetato de sédio; 30% PEG 4K

80! (23) 0,1 M Tris-HCI pH 7,5; 1 M Tartarato de potassio/sédio

80! (24) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Cloreto de calcio

80! (25) 0,1 M Citrato pH 5,5; 0,5 M Acetato de aménio; 30% MPD

80! (26) 0,1 M MES pH 6,5; 2 M Acetato de s6dio

80! (27) 0,1 M MES pH 6,5; 0,2 M Tartarato de potassio/sédio; 30% PEG 8K

80! (28) 0,1 M HEPES pH 7,5; 1 M Tartarato de potassio/sodio
80! (29) 0,1 M Acetato pH 4,5; 0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 400
80! (30) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,1 M Sulfato de aménio; 20% PEG 4K

80! (31) 0,1 M MES pH 6,5; 2 M Sulfato de aménio

80! (32) 0,1 M MES pH 6,5; 0,2 M Cloreto de sddio; 30% Etanol

80! (33) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% Etanol
80! (34) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Acetato de amonio; 30% Etanol
80! (35) 0,1 M Acetato pH 4,5; 0,2 M Cloreto de calcio; 30% Etanol

80! (36) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,2 M Acetato de sédio; 30% Etanol

80! (37) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% Isopropanol

80! (38) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 30% MPD 80! (39) - 0,1 M Acetato pH=4,5; 2 M Formato

de sédio
80! (39) 0,1 M Acetato pH 4,5; 2 M Formato de sédio
80! (40) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Citrato de sddio; 40% Isopropanol
80! (41) 0,1 M HEPES pH 7,5; 20% PEG 400; 10% Isopropanol
80! (42) 0,1 M HEPES pH 7,5; 1 M Sulfato de litio
80! (43) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Sulfato de litio; 30% PEG 4K
80! (44) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 6K
80! (45) 0,1 M Acetato pH 4,5; 1,5 M Acetato de sodio
80! (46) 0,1 M Citrato de sodio; 1 M Fosfato dihidrogénio de amodnio
80! (47) 4M Formato de sodio
80! (48) 0,1 M HEPES pH 7,5; 1,2 M Citrato de sddio
80! (49) 0,4 M Tartarato de potassio/sédio
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80! (50)

0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K

80! (51) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 1,4 M Acetato de sodio
80! (52) 0,1 M Citrato pH 5,5; 0,2 M Acetato de amoénio; 30% PEG 4K
80! (53) 0,1 M Citrato pH 4,5; 0,2 M Acetato de amoénio 30% PEG 4K
80! (54) 0,1 M HEPES pH 7,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 28% PEG 400
80! (55) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 8K
80! (56) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Acetato de magnésio; 30% PEG 8K
80! (57) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M Acetato hidrogénio de aménio; 30% Isopropanol
80! (58) 0,1 M Acetato pH 4,5; 0,2 M Sulfato de aménio; 25% PEG 4K
80! (59) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Acetato de magnésio; 30% MPD
80! (60) 0,1 M Acetato pH 4,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 20 % Isopropanol
80! (61) 0,1 M Imidazol pH 7; 1 M Acetato de sodio
80! (62) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Citrato de sédio; 20 % Isopropanol
80! (63) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Acetato de sodio; 30% PEG 8K
80! (64) 0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 8K
80! (65) 0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 4K
0,1 M HEPES pH 7,5; 1,6 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 1,6 M Fosfato
80! (66) . - L
dihidrogénio de sodio
80! (67) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 8% PEG 8K
80! (68) 0,1 M Acetato pH 4,5; 8% PEG 4K
80! (69) 0,1 M HEPES pH 7,5; 1,8 M Fosfato dihidrogénio de aménio; 2% PEG 400
80! (70) 0,1 M Citrato pH 5,5; 20% PEG 4K; 20 % Isopropanol
80! (71) 0,05 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 20% PEG 8K
80! (72) 30% PEG 1K
80! (73) 0,2 M Formato de magnésio
80! (74) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Acetato de zinco; 18% PEG 8K
80! (75) 0,1 M Cacodilato pH 6,5; 0,2 M Acetato de célcio; 18% PEG 8K
80! (76) 0,1 M Acetato pH 4,5; 2 M Sulfato de amonio
80! (77) 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 2 M Sulfato de aménio
80! (78) 1 M Sulfato de litio; 2% PEG 8K
80! (79) 0,5 M Sulfato de litio; 18% PEG 8K
80! (80) 0,1 M Citrato pH 5,5; 0,2 M Acetato de aménio; 20 % PEG 4K; 20 % Isopropanol

Salt-Rx1 (81)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 1,8 M Acetato de s6dio

Salt-Rx1 (82)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 1,5 M Cloreto de amoénio

Salt-Rx1 (83)

0,1 M Acetato pH 4,5; 3,5 M Cloreto de aménio

Salt-Rx1 (84)

0,1 M Acetato pH 4,5; 2,2 M Cloreto de sodio

Salt-Rx1 (85)

0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 3,2 M Cloreto de sédio

Salt-Rx1 (86)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 1 M Citrato de aménio

Salt-Rx1 (87)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 0,7 M Citrato de sodio

Salt-Rx1 (88)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 0,7 M Formato de magnésio

Salt-Rx1 (89)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 3,5 M Formato de sédio

Salt-Rx1 (90)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 1,2 M Acido Malico

Salt-Rx1 (91)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 2,2 M Acido Malico

Salt-Rx1 (92)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 1,4 M Malonato de sédio

Salt-Rx1 (93)

0,1 M Acetato pH 4,5; 1,5 M Nitrato de sddio

Salt-Rx1 (94)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 1,5 M Nitrato de sodio

Salt-Rx1 (95)

0,1 M Acetato pH 4,5; 4 M Nitrato de sédio

Salt-Rx1 (96)

0,1 M Bis-Tris Propano pH 7; 4 M Nitrato de sodio
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Anexo 6
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Figura 7.5. Resultados da purificagdo por IMAC: Cromatogramas e analise eletroforética em condigbes
desnaturantes das fra¢des recolhidas. (A) Resultados obtidos para a purificagdo do mutante AioA Q726G.
SDS-PAGE a (12,5 %) com as fracdes provenientes da etapa de expressdo e do primeiro passo de
purificagdo. 1- Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker II; 2- Extrato soldvel; 3- Fracdo
Flow-through (IMAC); 4 a 10- Fracdes de 1,5 mL provenientes da purificagdo por IMAC, sendo a ordem no
gel (da esquerda para a direita) a ordem de eluigdo das fragdes. (B) Resultados obtidos para a purificacéo
do mutante AioB F108A 1- Marcador de pesos moleculares Colour Protein Marker Il; 2- Extrato total
(amostra néo carregada); 3- Extrato sollvel; 4- Fracdo Flow-through (IMAC); 5 a 10- Fragdes de 1.5mL
provenientes da purificagdo por IMAC, sendo a ordem no gel (da esquerda para a direita) a ordem de
eluicdo das fracoes.
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Figura 7.6. Cromatogramas obtidos na segunda etapa de purificacdo dos mutantes em estudo por IMAC.
A eluicdo da proteina ocorreu na fase inicial de lavagem, tendo sido utilizada uma solu¢do tampao de
20mM fosfato pH 7,3; 0,5 M NaCl e 20 mM imidazole.
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Figura 7.7. Cromatogramas obtidos na terceira etapa de purificacdo por cromatografia de exclusdo
molecular, utilizando um fluxo constante de 0,5 mL/minuto. (A) AioA Q726G, (B) AioB F108A.
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Anexo 7

Ensaio 2 Ensaio 3
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Figura 7.8. Representacgao gréafica dos replicados realizados nos ensaios cinéticos para a AioAB nativa, no qual foi feita a monitorizagdo da absorvancia a 600 nm ao longo do
tempo. Os ensaios foram realizados utilizando 20 pg de proteina dissolvida numa solugéo tampédo de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NaCl e 300 uM de DCPIP numa
solugdo tampao de 50 MM MES pH 5,5. Depois da estabilizagcdo da solugdo de proteina e DCPIP (ao fim de =10 minutos), adicionou-se 2,5 mM arsenito de sddio pH 8,0.
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Figura 7.9. Representacéo grafica das linearizagdes obtidas para os ensaios cinéticos de AioAB nativa. As lineariza¢des foram calculadas na zona de velocidade méxima da
reacdo de reducdo de DCPIP. A linearizagdo do ensaio 1 corresponde ao grafico apresentado anteriormente no subcapitulo 4.2.3.
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Figura 7.10. Representacao grafica dos replicados realizados nos ensaios cinéticos para o mutante AioA Q726G, no qual foi feita a monitorizagdo da absorvancia a 600 nm ao
longo do tempo. Os ensaios foram realizados utilizando 20 pg de proteina dissolvida numa solucdo tampé&o de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NaCl e 300 uM de DCPIP

numa solucao tampédo de 50 mM MES pH 5,5. Depois da estabilizacdo da solu¢éo de proteina e DCPIP (ao fim de =12 minutos), adicionou-se 2,5 mM arsenito de sddio pH
8,0.
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Figura 7.11. Representacgdo grafica das linearizagdes obtidas para os ensaios cinéticos do mutante AioA Q726G. As lineariza¢des foram calculadas na zona de velocidade
méaxima da reacéo de reducédo de DCPIP. A linearizagdo do ensaio 2 corresponde ao grafico apresentado anteriormente no subcapitulo 4.2.3.
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Figura 7.12. Representacao grafica dos replicados realizados nos ensaios cinéticos para o mutante AioB F108A, no qual foi feita a monitoriza¢édo da absorvancia a 600 nm ao
longo do tempo. Os ensaios foram realizados utilizando 20 ug de proteina dissolvida numa solucéo tampédo de 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 100 mM NaCl e 300 uM de DCPIP
numa solucédo tampédo de 50 mM MES pH 5,5. Depois da estabilizagédo da solucdo de proteina e DCPIP (ao fim de =8 minutos), adicionou-se 2,5mM arsenito de sodio pH 8,0.
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Figura 7.13. Representagdo gréafica das linearizagGes obtidas para os ensaios cinéticos do mutante AioB F108A. As lineariza¢Ges foram calculadas na zona de velocidade
méaxima da reacéo de reducédo de DCPIP. A linearizagdo do ensaio 2 corresponde ao grafico apresentado anteriormente no subcapitulo 4.2.3.
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Anexo 8

Tabela 7.4. Cédigo genético para Bactéria, Archaea e Plantas.

28 LETRA
T C A G
TTT Ph TCT TAT T TGT c T
e r
L | e Tee | TAC W l1ec | ™| ¢
er
TTA . TCA TAA * TGA Ter A
Leui Ter
TTG TCG TAG * TGG Trp G
CTT CCT CAT Hi CGT T
CTC ] cccC CAC s CGC C
12| C Leu i Pro Arg 3a
L CTA CCA CAA on | CGA AL
E CTG CCG CAG CGG G |E
T ATT ACT AAT AGT T |
R ) Asn Ser R
Al o | ATC | tlei | AcC | _ | AAC AGC c |a
ATA ACA AAA AGA A
- Lys Arg
ATG Met i ACG AAG AGG G
GTT GCT GAT A GGT T
Sp
GTC GCC GAC GGC C
G Val Ala Gly
GTA GCA GAA Glu GGA A
GTG GCG GAG GGG G
HZN/\COOH HZNJ\COOH H2NICOOH /EC:OH chOH
glycine (Gly, G) L-alanine (Ala, A) L-valine (Val, V) L-leucine (Leu, L) L-isoleucine (lle, I)
S/
e valls AR B 1
H,N” NCOOH H,N” SCOOH ,N” NCOOH COOH COOH
L-serine (Ser, S) L-threonine (Thr, T) L-cysteine (Cys, C) L-methionine (Met, M) L prohne (Pro, P)
COOH CONH;
H,N COOH H,N COOH H,N COOH H,N COOH H,N COOH
L-aspartic acid (Asp, D} L-asparagine (Asn,N)  L-glutamic acid (Glu, E) L-glutamine (GIn, Q) L-lysine (Lys, K)
H,N NH
NH
N=\
ol L: £
H,N COOH H;N COOH H,N COOH H,N COO! H,N COOH

L-arginine (Arg, R)

L-histidine (His, H)

L-phenylalanine (Phe, F)

Figura 7.14. Estrutura dos 20 amino&cidos essenciais.
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L-tyrosine (Tyr, Y)

L-tryptophan (Trp, W)



