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Resumo

O molibdénio encontra-se no centro activo de diversas enzimas, presentes em todas as
formas de vida. O passo final da producdo destas proteinas é a inser¢cdo do cofactor modificado
(Moco) e requer a acgdo de proteinas especificas, identificadas como chaperonas. O objectivo deste
trabalho é compreender o funcionamento das chaperonas na insercdo do Moco nas apoenzimas,
utilizando varias técnicas como a Cristalografia de raios X, Small-Angle X-ray Scattering (SAXS) e
Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR). Assim pretende-se estudar a enzima de molibdénio
aldeido oxidoredutase periplasmatica ABC de Escherichia coli (PaoABC), a sua chaperona PaaoD,
bem como outras chaperonas da mesma familia: a YgeB, também de E. coli e a XdhC de
Rhodobacter capsulatus.

Na presente dissertacdo descreve-se a resolucdo da primeira estrutura da PaoABC por
cristalografia de raios X e SAXS. Usando polietilenoglicol (PEG), como agente precipitante, foi
possivel obter cristais desta proteina que permitiram a determinac@o da sua estrutura tridimensional
a uma resolucdo de 1,87 A. Recorrendo a técnica de SAXS foi possivel obter um modelo a baixa
resolugdo da PaoABC em solugéo.

Em relagdo a chaperona PaoD, foram identificadas duas condi¢des de cristalizac&o, utilizando
sulfato de amdnio ou PEG como agentes precipitantes. Os cristais obtidos permitiram a recolha de
dois conjuntos de dados a uma resolugdo maxima de 3,4 e 2,6 A, respectivamente. Atendendo a
elevada instabilidade da proteina utilizaram-se liquidos idnicos (IL) como estabilizadores e
experiéncias de Ressonancia Magnética Nuclear - Diferenca de Transferéncia de Saturacdo (RMN-
STD) permitiram identificar uma interac¢céo especifica entre a proteina e o anel imidazol do IL. A
técnica de thermofluor também foi utilizada para determinar o tampé&o ideal para esta proteina. Novos
ensaios de cristalizacdo foram realizados com a chaperona em tampdo Bis-Tris a pH 55 e a
optimizacao dos cristais esta em curso.

De modo a estudar as interacgdes entre a chaperona PaoD e a PaoABC, recorreu-se a técnica
SPR. Nos ensaios foi utilizada uma terceira proteina, a MocA, identificada como responsavel pela
formacédo do cofactor MCD (Molybdopterin cytosine dinucleotide). Os dados obtidos mostraram que
esta, para além de interagir com a chaperona PaoD, interage também com a enzima PaoABC. Este
resultado sugere a formagédo de um complexo PaoABC-PaoD-MocA e a sua presenca in vivo pode
estar relacionada com o aumento da eficacia do processo de expressédo da enzima de molibdénio.

A proteina YgeB, também foi cristalizada usando PEG ou isopropanol como agentes
precipitantes. As condi¢cbes de cristalizacdo estdo de momento a ser optimizadas de modo a obter
cristais Unicos passiveis de serem usados numa experiéncia de difraccdo que possibilite a
determinacéo da sua estrutura.

O processo de expressdo e purificacdo da XdhC encontra-se em fase de optimizacdo, de

forma a ser possivel obter proteina para a realizacao dos ensaios de cristalizacao.

Termos chave: Cristalografia de raios X; Ressonancia Magnética Nuclear - Diferenca de
Transferéncia de Saturagdo; Thermofluor; Ressonancia Plasmonica de Superficie; Molibdoenzimas;

Chaperonas







Abstract

Molybdenum is found on the active site of many enzymes in all life forms. The final step of the
productions of this kind of enzymes is the insertion of the molybdenum cofactor (Moco) which requires
the presence of specific proteins, the chaperones. The objective of the present dissertation is to
understand how the chaperones interact with the molybdenum enzymes, while they insert the cofactor
in the apoenzyme. For that, X-ray crystallography, Small-Angle X-ray Scattering (SAXS) and
Superficial Plasmon Resonance (SPR) were used to study the periplasmic aldehyde oxidoreductase
ABC from Escherichia coli (PaoABC), its chaperone PaoD, as well other chaperones of the same
family, YgeB, also from E. coli and XdhC, from Rhodobacter capsulatus.

In the present dissertation, the first structure of PaoABC using X-ray crystallography and SAXS
is described. With polyethylene glycol (PEG) as the precipitant agent, it was possible to obtain
crystals that allow the determination of the tridimensional structure with a resolution of 1,87 A. Using
SAXS technique, a low resolution model of PaoABC in solution could also be obtained.

For the chaperone PaoD, it was possible to identify two crystallization conditions using
ammonium sulphate or PEG as precipitating agents. These crystals were used in a diffraction
experiment and two data sets with a maximum resolution of 3,4 and 2,6 A were collected. Due to the
PaoD instability, ionic liquids (IL) were used as protein stabilizers. Through Saturation Transfer
Difference - Nuclear Magnetic Resonance (STD-NMR) it was observed that PaoD interacts
specifically with the imidazole ring of the IL. Thermofluor assays were also used to determine the
ideal buffer for this protein. New crystallizations assays were performed in Bis-Tris pH 5,5 buffer, and
crystal optimization is being performed.

To study the interactions of the chaperone PaoD and PaoABC, the SPR technique was used.
The assays were performed in the presence of a third protein, MocA, responsible for the production of
the MCD (Molybdopterin cytosine dinucleotide) cofactor. The obtained data showed that MocA
interacts not only with PaoD, but also with PaoABC. This result suggests the formation of a PacABC-
PaoD-MocA complex and its presence in vivo may be related with a higher efficiency of the
expression process of the molybdenum enzyme.

The YqgeB protein was also crystallized using PEG and isopropanol as precipitant agents. The
crystallization conditions are being optimized for the production of single crystals to be used for
diffraction experiments and structure determination of its structure.

The expression and purification procedures of XdhC are being optimized in order to obtain

protein for crystallization assays.

Keywords: X-ray crystallography; Saturation Transfer Difference - Nuclear Magnetic Resonance;

Small Angle X-ray Scattering; Thermofluor; Molybdoenzymes; Chaperones
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1.1. Molibdoenzimas

1.1.1. Cofactor de molibdénio

Uma variedade de metais de transi¢cao tem sido encontrada em sistemas biologicos de forma a
proporcionar uma elevada diversidade catalitica. A importancia do elemento de transi¢cdo molibdénio,
para diferentes formas de vida, foi reportada pela primeira vez em 1932, onde se sugeria que este
metal seria essencial ao crescimento das plantas, bactérias e animais [1]. Encontra-se
abundantemente nos oceanos sob a forma de ido molibdato (MoO,*) sendo, alids, esta a Gnica fonte
de molibdénio nos solos para plantas e bactérias. Uma vez que ndo se registou uma grande
alteracdo da composicdo dos mares desde a sopa primordial que deu origem a vida, ndo é
surpreendente que este elemento seja factor comum em indmeros mecanismos biolégicos de
diferentes tipos organismos [2], [3].

O molibdénio (e também o tungsténio) apresenta(m) uma versatilidade quimica Unica como:
actividade redox em condicfes fisioldgicas, variando o seu estado de oxidagédo entre Vl e IV e a
capacidade de catalisar reaccfes de hidroxilacdo de centros de carbono em condi¢ées moderadas
[3], [4]. Esta versatilidade atribui as molibdoenzimas um papel muito importante no metabolismo do
carbono, enxofre e azoto [5].

O molibdénio, com excepg¢do do centro multinuclear MoFe; presente na nitrogenase
bacteriana, esta presente nas molibdoenzimas na sua forma mononuclear, possuindo um cofactor
organico triciclico, a piranopterina, coordenado ao metal através do grupo ditioleno [6], [7]. Uma vez
gue o metal é a chave da actividade da enzima, a funcéo do cofactor € posiciona-lo correctamente no
seu centro activo, de forma a controlar o seu comportamento redox. Como é necessario em
guantidades muito reduzidas, considera-se um elemento vestigial [4], [8].

A unidade piranopterina pode apresentar diferentes formas dependendo dos organismos onde
se encontra. Enquanto que em eucariontes apresenta a forma de monofosfato simples, designando-
se por molibdopterina (MPT), em procariontes encontra-se complexada com nucleétidos, como a
guanidina (molybdopterin guanine dinucleotide — MGD) ou a citosina (molybdopterin cytosine
dinucleotide — MCD) [7].

O primeiro modelo da sintese do cofactor de molibdénio (Moco) derivou de estudos
envolvendo a bactéria Escherichia coli (E. coli) e tem sido alvo de debate desde entdo [9]. Esta via
biossintética, conservada em humanos, plantas e bactérias, é constituida por quatro etapas principais
(Figura 1.1). A primeira etapa envolve a transformacao do derivado de guanosina (5’-GTP: guanosina
5'- trifosfato) no precursor Z (ou piranopterina ciclica monofosfato - cPMP). Quando comparado com
0 Moco ou MPT, o precursor Z € muito estavel, com um tempo de meia-vida de vérias horas a pH
baixo [10]. Em todos 0s organismos, este passo € catalisado por duas enzimas, sendo que uma
delas pertence a super-familia de enzimas dependentes da S-Adenosilmetionina (SAM). Conhecidas
na literatura sédo a Cnx2 nas plantas, MOCS1A nos humanos e MoaA em E. coli [11]. Esta Ultima
pertence ao operdo moaABCDE, que codifica mais quatro enzimas, MoaB-MoaE, igualmente

envolvidas na biossintese do Moco e referidas nos paragrafos seguintes [12], [13].
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Figura 1.1. Via biossintética para a formacdo do cofactor de molibdénio em eucariontes e
procariontes. O nome das proteinas envolvidas em cada passo encontram-se a vermelho para humanos, a
verde para plantas e a preto para E. coli [14].

Outra enzima envolvida no primeiro passo da biossintese do Moco em E. coli é a MoaC. Esta
actua em conjunto com a enzima MoaA, contudo ainda ndo foi possivel clarificar se formam um
complexo proteina-proteina in vivo [15], [16]. Estudos realizados com estas duas enzimas de E. coli
servem como base para a compreensao de efeitos causados por mutagdes nos ortélogos humanos
(MOCS1A e MOCSI1B) que levam a deficiéncia do cofactor de molibdénio. Esta deficiéncia induz
uma doenga geralmente fatal que é acompanhada de sintomas neurolégicos graves [15].

A segunda etapa da sintese do Moco consiste na insercdo de dois atomos de enxofre no
precursor Z, convertendo-o em MPT. Esta reaccao € catalisada pela enzima sintase de MPT. Em E.
coli trata-se de um heterotetrdmero, composto por duas subunidades codificadas pelos genes moaD
e moakE, igualmente inseridos no operao referido anteriormente, moa [17]. Ligado a subunidade mais
pequena (MoaD) deste complexo encontra-se um enxofre sob a forma de tiocarboxilato [18]. Depois
de sintase de MPT transferir os dois enxofres para o precursor Z tem de ser re-sulfurada de forma a

estar activa no proximo ciclo de conversao. Em E. coli essa fungdo € desempenhada pela proteina




MoeB, que activa novamente a sintase através da insercdo do tiocarboxilato na glicina do C-terminal
da MoaD [11], [19].

Os dois passos seguintes culminam na sintese do Moco. O atomo de molibdénio, ao ser
transferido para o MPT, liga a via de captacdo de molibdato a via de producdo do Moco. Em E. coli,
esta etapa é catalisada por duas proteinas (MogA e MoeA), enquanto que para 0S organismos
superiores estas proteinas fundiram-se numa s6 com dois dominios. E 0 caso da Cnx1 com os
dominios G e E, presente nas plantas [2].

As proteinas MoeA e MogA catalisam a incorporacdo especifica do molibdénio no MPT,
utilizando o complexo MPT-AMP como intermediario. A sua formacéo foi reportada pela primeira vez
por Llamas et al.,, numa variante da proteina Cnx1 de Arabidopsis thaliana (A. thaliana) [20], [21].
Enquanto a proteina MogA forma o intermediario MPT-AMP, a MoeA medeia a ligagdo do molibdénio
ao MPT em concentracdes fisiolégicas de MoO,”. Em ensaios in vitro, a utilizacdo de elevadas
concentracdes de molibdato de sédio (superiores a 5 uM), leva a que o passo de adenilacdo deixe de
ser crucial para a formacdo do Moco, uma vez que a estas concentracdes a inser¢cdo do molibdénio
directamente ao precursor MPT deixa de necessitar de ser catalisada por MogA [22], [23].

Em procariontes soma-se um passo adicional a biossintese previamente descrita, com a
adicao ao Moco de diferentes nucleétidos dependendo do tipo de proteina e microrganismo (Figura
1.2). Especificamente em E. coli, o cofactor MGD ¢é formado pela adigdo covalente da guanosina 5’-
fosfato - GMP (proveniente do GTP) ao Moco, mediada pela proteina MobA [24]. Durante muitos
anos, pensou-se que a E. coli seria incapaz de sintetizar outras formas de cofactor dinucleétido para
além do MGD. Este facto devia-se ao insucesso na expressédo heteréloga em E. coli de proteinas que
continham o MCD. Contudo, foram encontradas recentemente trés enzimas deste microrganismo que
ligam o cofactor MCD. Elas sdo duas xantinas desidrogenases (XdhABC e XdhD) e uma aldeido
oxidoredutase periplasmatica (PaoABC), onde o MCD resulta da adigdo do composto citidina
monofosfato (CMP) ao Moco pela proteina MocA [22].

Actualmente em E. coli s6 existe reportada uma proteina, a YedY, capaz de ligar o

directamente o Moco sem qualquer modificagdo adicional [25].
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Depois da sintese e maturacdo, o Moco pode ser incorporado na apoenzima apropriada. Como
se trata de um cofactor labil e sensivel ao oxigénio, assume-se que este ndo existe livre na célula.
Assim, pode ocorrer a transferéncia imediatamente apos a sintese para a apoenzima ou o Moco
pode ser armazenado em proteinas transportadores que o estabilizam e retém até futuras utilizacdes
[5], [9]. Para ambos os casos, as células tém que recorrer a intervencao de chaperonas especificas
que tém um papel essencial para a actividade das enzimas de molibdénio. Algumas destas proteinas

serdo caracterizadas no subcapitulo 1.1.2.2.

1.1.2. Enzimas com cofactor de molibdénio

As enzimas de molibdénio encontram-se presentes em todas as formas de vida,
desempenhando um papel muito importante e variado ao nivel do metabolismo. Em geral, as
reaccgles catalisadas pelas molibdoenzimas sé@o caracterizadas pela transferéncia de um atomo de
oxigénio proveniente da dgua para o produto (ou vice versa), envolvendo a troca de dois electrdes
entre a enzima e o substrato e acompanhada pela variacdo do estado de oxidacdo do molibdénio
entre IV e VI [2]. O molibdénio pode coordenar-se pelo grupo cis-ditioleno a uma ou duas
piranopterinas, mas também a 4tomos de oxigénio (sob a forma de grupo oxo ou hidroxo), enxofre
(sob a forma de grupo sulfido) ou cadeias laterais de aminoacidos (como a cisteina) [7], [26]. A
variabilidade de ligandos coordenados a este 4&tomo, causa diferengas estruturais relevantes ao nivel
do centro activo e no tipo de reac¢do qua catalisam. Assim, com base nestas diferencas procedeu-se
a sua classificacao e divisdo em trés grandes familias: a familia xantina oxidase (XO), a familia sulfito
oxidase (SO) e a familia dimetilsulfoxido redutase (DMSO) (Figura 1.3) [3], [5], [7].
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Figura 1.3. Representacéo do centro activo de molibdoenzimas. Encontram-se presentes trés familias de
enzimas: a Xantina Oxidase (inclui a xantina oxidase e desidrogenase, aldeido oxidase e oxidoredutase e a
monodxido de carbono desidrogenase), a Sulfito Oxidase (sulfito oxidase e nitrato redutase assimilativa) e a
Dimetilsulféxido redutase (DMSO redutase, nitrato redutase dissimilativa, formato desidrogenase e arsenito
oxidase). Adaptado [3].

As enzimas da familia SO séo essenciais no metabolismo do enxofre em plantas, animais e
bactérias. Os seus membros catalisam a transferéncia de um atomo de oxigénio de ou para um par
de electrBes no substrato, sendo o seu centro activo do tipo LMoV'Oz(S-Cys), onde o L corresponde
ao MPT [3].

Esta familia inclui as enzimas oxidantes de sulfitos e a nitrato redutase assimilativa de plantas

[3], [7]. As primeiras encontram-se divididas em duas classes, segundo a capacidade de




transferéncia electrénica para o oxigénio molecular: a sulfito oxidase (SO, de plantas e animais) e a
sulfito desidrogenase (SDH, de bactérias) [27]. A excepcdo da SO de plantas (como a SO de A.
thaliana [28]) todas as enzimas oxidantes de sulfitos contém dois centros redox (Moco e hemo) [7],
[27].

Em animais, as SO catalisam a oxidacéo de sulfito a sulfato. Esta oxidagcao é acompanhada da
reducdo do Mo(VI) para Mo(IV), sendo o citocromo c o aceitador final de electrées. E o passo final na
degradacéo oxidativa da metionina e cisteina, sendo muito importante na desintoxicacao por excesso
de sulfitos [7], [27], [29]. Esta converséo é vital para os humanos, uma vez que uma deficiéncia nesta
enzima causa graves anomalias neurolégicas e morte precoce. Este fenétipo pode resultar de um
problema na via biossintética do Moco ou no préprio gene que codifica a sulfito oxidase [29].

Grande parte da informacéo existente sobre esta familia deriva dos estudos estruturais
realizados para a SO de figado de Gallus gallus (G. gallus). Este homodimero (a,) possui trés
dominios, onde o primeiro liga um hemo do tipo b, o segundo o Moco e o terceiro encontra-se
envolvido na ligacé@o entre os dois monomeros [30].

A SO das plantas é responsavel pela desintoxicagdo do excesso de sulfitos resultante da
assimilacdo de enxofre. A SO de A. thaliana é um exemplo desta familia apresentando igualmente a
forma de homodimero. Apesar de pertencerem a Reinos diferentes, verificou-se que do ponto de
vista estrutural o centro activo de SO A. thaliana e SO de G. gallus sdo muito semelhantes [28].
Contudo, ao contrario de todas as enzimas oxidantes de sulfitos que possuem dois centros redox
(Moco e hemo), em plantas a SO apenas possui o Moco [7], [27].

Em bactérias apenas existe a SDH. Este tipo de enzima possui a classificacdo de
desidrogenase, uma vez que ndo é capaz de transferir electrdes para o oxigénio molecular [31]. A
SHD de Starkeya novella designada por SorAB, por exemplo, tem um papel importante na conversao
do sulfito formado durante a dissimilagéo oxidativa de compostos de enxofre reduzidos. A excepcao
dos restantes membros da familia, a sulfito desidrogenase & um heterodimero formado pela
subunidade A, com o0 Moco e a subunidade B, com o citocromo c [7], [31].

O outro tipo de enzimas pertencentes a familia SO s&o as nitrato redutase assimilativas. Estas
enzimas catalisam o primeiro passo limitante na velocidade de assimilacdo de nitrato em plantas,
algas e fungos. Sao activas na forma de homodimero, sendo este apenas formado na presenga do
Moco. Cada monémero contém trés dominios para o Moco, o hemo e para o FAD [32]. Ao nivel da
estrutura primaria e terciaria sdo totalmente diferentes das nitrato redutases de bactérias,
pertencentes a outra familia de molibdoenzimas, DMSO [7], [33].

A familia DMSO é caracterizada por possuir um centro activo do tipo L,Mo"'O(X), onde L,
representa os dois grupos MGD coordenados ao metal. O ligando X pode ser uma serina (no caso da
DMSO redutase), uma cisteina (na nitrato redutase), uma selenocisteina (formato desidrogenase) ou
um grupo hidroxido e/ou uma molécula de agua (para a arsenito oxidase). Esta variabilidade faz
desta familia a mais diversificada das trés inicialmente mencionadas [3].

Ao contrario da familia XO e SO, as enzimas que a constituem a familia DMSO sé&o

encontradas exclusivamente em Archaebacteria e Eubacteria, incluindo um variado leque de




membros: desde a nitrato redutase (dissimilacao e respiracéo), a formato desidrogenase, etilbenzeno
desidrogenase, DMSO redutase e a N-6xido de trimetilamina redutase (TMAO) e arsenito oxidase [7].

A excepcdo da enzima formato desidrogenase (que catalisa a oxidagéo de formato a dioxido
de carbono), as restantes catalisam a transferéncia de um atomo de oxigénio de ou para o substrato.
Assim, a possibilidade dos membros desta familia actuarem como desidrogenases e redutase atribui-
Ihes um papel principal na respiracdo anaerébia de procariontes [33], [34].

O primeiro membro desta familia a ser caracterizado estruturalmente foi a enzima DMSO
redutase de Rhodobacter capsulatus (R. capsulatus). E o aceitador final de electrdes na cadeia
respiratdria e catalisa, no periplasma da bactéria, a reducéo de substratos altamente oxidados, como
o dimetilo sulféxido [35]. A esta podem somar-se outras, como a nitrato redutase periplasmatica de
Desulfovibrio desulfuricans [36], revelando-se um elevado grau de similaridade ao nivel da estrutura
tridimensional global entre as enzimas desta familia.

Existem algumas particularidades associadas as enzimas que constituem esta familia. A
formato desidrogenase, por exemplo, € das poucas enzimas capaz de incorporar molibdénio ou
tungsténio no seu centro activo e a arsenito oxidase é a Unica da familia que ndo tem nenhum
ligando proveniente da cadeia polipeptidica [7].

Por fim temos a familia da Xantina Oxidase. Como a enzima alvo de estudo deste trabalho

pertence a esta familia daremos maior destaque no subcapitulo seguinte.

1.1.2.1. Familia xantina oxidase

Os membros da familia XO sdo as molibdoenzimas melhor estudadas até a data, sendo
encontradas em eucariontes, procariontes e archaebacteria. Sdo caracterizadas por possuirem um
centro activo do tipo LMoV'OS/O(OHx), onde o L representa 0 MCD ou MPT coordenado ao metal [3],
[7]. Com raras excepcdes, catalisam a hidroxilacéo de diferentes tipos de substratos de acordo com a

reaccao:
RH + H,0 — ROH + 2H" + 2¢°

Esta reaccao ocorre no centro activo com o atomo de molibdénio que, apds a interac¢do com o
substrato, reduz-se de Mo(VI) para Mo(1V). Os electrdes resultantes da reac¢do sao transferidos para
um aceitador externo, sendo o processo de transferéncia electrénica mediado pelos restantes
cofactores presentes na proteina [37]. Esta familia inclui, entre outras proteinas, a xantina oxidase
(XO) e desidrogenase (XDH), a aldeido oxidase (AO) e oxidoredutase (AOR), a monoxido de
carbono desidrogenase (CODH) e quinolina oxidoredutase (QOR) (Figura 1.4) [7], [26].

Tipicamente, as molibdoenzimas desta familia apresentam a forma de homodimeros com os
véarios cofactores confinados a uma Unica cadeia polipeptidica, a,, ou em mdltiplas subunidades,
azBz2y2. As enzimas XO/XDH e AO de mamiferos sédo exemplos de proteinas homodiméricas, o,
constituidas por dois centros ferro-enxofre (do tipo [2Fe-2S]), localizados no dominio N-terminal,

seguidos do dominio flavina e, por fim do Moco no dominio C-terminal. Contudo, existe uma




excepcao a esta organizacdo catalitica. No caso das enzimas aldeido oxidoredutase de bactérias
sulfato redutoras, como a AOR de Desulfovibrio gigas (D. gigas), o dominio flavina encontra-se

ausente, tendo sido substituido por um longo segmento que liga os centros Fe-S ao Moco [38-40].
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Figura 1.4. Diversidade de enzimas dependentes do molibdénio que constituem a familia Xantina
Oxidase. A laranja encontram-se representadas as subunidades que contém o cofactor de molibdénio. A verde
as subunidades de transferéncia electronica e a azul as subunidade que contém a flavina. No canto superior
esquerdo encontra-se representado o centro activo que caracteriza a familia XO. Adaptado [26].

A XDH ou XO, de eucariontes, € o complexo responsavel pelo catabolismo de purinas através
da conversdo da hipoxantina em xantina e xantina em acido Urico. A catalise é acompanhada pela
reducdo de NAD" (no caso da XDH) ou oxigénio molecular (no caso da XO). A XDH pode ser
convertida em XO pela oxida¢do de residuos de cisteina ou irreversivelmente por protedlise. Esta
Ultima esta igualmente envolvida no catabolismo de purinas, apresentando uma actividade catalitica
negligenciavel na presenca de NAD. Como a reaccao catalisada pela oxidase pode levar a producéo
de superoxidos e peréxido de hidrogénio, considera-se a enzima XO essencial na produgcédo de
espécies reactivas de oxigénio [41]. O complexo XDH/XO tem um interesse clinico consideravel, uma
vez que nos seres humanos esta envolvido em doengas como a gota e a hiperuricemia, e também na
leséo por isquemia-reperfuséo [42].

Ao contrario da sua homdloga em eucariontes, a XDH de R. capsulatus apresenta a forma de
heterodimero (af3),, codificado por dois genes xdhAB. Neste caso, a subunidade A liga dois centros
ferro-enxofre do tipo [2Fe-2S] e o cofactor FAD, e a subunidade B liga o Moco, com a forma de MPT
e nao o derivado dinucleotido [43], [44]. A XDH de R. capsulatus revelou ser dependente de uma
pequena proteina designada por XdhC (xantina desidrogenase C). Esta dependéncia serd abordada
em detalhe no subcapitulo seguinte.




Por fim, as enzimas CODH e QOR sado exemplos de proteinas com multiplas subunidades
organizadas como azf;2y.. A CODH de Oligotropha carboxidovorans (O. carboxidovorans) catalisa a
oxidacéo reversivel do monéxido de carbono a diéxido de carbono e é um exemplo deste tipo de
organizacao estrutural. Cada heterotrimero é composto por trés subunidades distintas com o MCD na
subunidade L, o FAD na subunidade M e dos centros ferro-enxofre [2Fe-2S] na subunidade S. Esta
enzima possui a particularidade de ser a Unica a possuir um centro catalitico binuclear do tipo
[CuSMo(=0)OH] [45], [46].

De seguida daremos destaque a uma proteina pertencente a esta familia, a PaoABC. Por
reunir caracteristicas estruturais Unicas e ser um dos alvos de estudo desta dissertagdo encontra-se

em destaque de seguida.

Aldeido oxidoredutase periplasmatica de Escherichia coli

Aquando do projecto do genoma de E. coli K-12 [47] foram identificadas trés regibes,
paocABCD, xdhABC e xdhD, que codificam para proteinas homoélogas putativas da XDH. Mais tarde
identificou-se que trés dos genes do operdo paoABCD, codificavam para uma aldeido oxidoredutase
periplasmatica designada por PaoABC (previamente referida como YagTSR) [48].

A PaoABC é a unica molibdoenzima da familia XO que apresenta uma estrutura heterotrimero
ndo covalente (afy). Como dito anteriormente, enzimas da familia XO apresentam, geralmente,
formas estruturais do tipo az ou azf2y2, fazendo desta enzima um interessante e desafiante caso de
estudo. E constituida pela subunidade A com dois centros [2Fe-2S] (21,0 kDa), a subunidade B com
o cofactor FAD (33,9 kDa) e a subunidade C com o Moco (78,1 kDa). A subunidade A contém um
péptido de sinalizacdo de 49 aminoacidos (Tat — twin arginine protein transport) de forma a ser
transportada para o periplasma de E. coli, onde exerce a sua funcdo. Para além de exibir
caracteristicas estruturais Unicas, a PaoABC foi a primeira enzima de E. coli a ser identificada que
liga a forma MCD (sulfurado) do Moco [22], [48].

Com base no alinhamento das sequéncias de aminoéacidos das proteinas de E. coli XdhABC,
XdhD e PaoABC, constatou-se uma elevada identidade das subunidades que ligam o Moco (XdhA,
XdhD e PaoC, respectivamente) como a AOR de D. gigas e a CoxL de O. carboxidovorans, duas
proteinas que ligam MCD. Isto levanta a suspeita de que para além da PaoABC, também a XdhABC
e XdhD de E. coli liguem a forma MCD do Moco [48].

Em relacdo ao transporte electronico, experiéncias de EPR (Ressonancia Paramagnética
Electronica) para a PaoABC demonstraram um perfil muito semelhante ao obtido para a XDH de R.
capsulatus. A existéncia de sinais para os dois centros Fe-S e a similaridade de parametros indica
gue a constituicdo e geometria dos centros redox da PaoABC sédo muito semelhantes a XDH de R.
capsulatus ([2Fe-2S]) [48].

Estudos cinéticos revelaram que a PaoABC tem a capacidade de oxidar aldeidos aromaticos,
como o cinamaldeido e o benzaldeido, nos seus acidos menos lesivos no periplasma de E. coli. As
enzimas da familia XO s&o conhecidas por catalisar reac¢fes de converséo de varias purinas, como

a xantina, hipoxantina e cafeina. Contudo, a PaoABC ndo demonstrou qualquer actividade catalitica
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para este tipo de compostos, reforcando a hipdtese de ser especifica para oxidacdo de aldeidos
aromaticos [48].

Os aldeidos aromaticos encontram-se abundantemente na natureza, como aromatizantes e
corantes das plantas, sendo também produtos da degradagdo quimica e enzimatica da lenhina.
Outros aldeidos aromaticos, como o cinamaldeido, tém actividade anti-microbiana, uma vez que
danificam a superficie estrutural da E. coli, levando a um crescimento deficiente e/ou a morte da
bactéria [49]. Neste sentido, pode afirmar-se que a PaoABC tem um papel essencial na
destoxificagdo e manutencao da integridade da celular da E. coli.

A reaccdo de oxidacdo dos aldeidos aromaticos a acidos, através da transferéncia de
oxigénio proveniente da agua, ocorre no centro catalitico acompanhada pela alteracdo do estado de
oxidacao do molibdénio. Os electrdes resultantes da reaccéo séao transferidos para o FAD, localizado
na subunidade B, através dos dois centros [2Fe-2S]. A PaoABC nao utiliza NAD" ou O, como
aceitador final de electrbes. A auséncia de superdxidos como subprodutos da reaccéo reforca a
afirmacdo de que o oxigénio ndo é o aceitador final de electrdes. Existem evidéncias que suportam
gue a ferrodoxina de E. coli possa desempenhar esse papel [48].

Estudos de expressdo demostraram que a PacABC depende de uma pequena proteina para
se encontrar na sua forma activa, a chaperona PaoD. Esta proteina é codificada pelo gene paoD,
pertencente ao mesmo operado que a PaoABC. O seu papel sera clarificado no subcapitulo seguinte
(em conjunto com outras proteinas homologas) [48].

A aldeido oxidoredutase periplasmatica €, igualmente, dependente da proteina MocA de E.
coli. Esta dependéncia prende-se com o facto da MocA catalisar a transforma¢éo de Moco em MCD,

gue é o precursor sulfurado que a enzima contém no seu centro activo (ver Figura 1.5) [50], [51].

i
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cofactor (MCD)

Figura 1.5. Biossintese e inser¢do do MCD sulfurado na PaoABC. A sintese do MCD a partir do Moco é
realizada pela enzima MocA. Posteriormente, a enzima PaoD transporta e insere o cofactor na enzima PaoABC.
A enzima que insere o atomo de enxofre no MCD é ainda desconhecida. Adaptado [22].

1.1.2.2. Familia da xantina desidrogenase C

As estruturas tridimensionais de varias enzimas dependentes do molibdénio, como a XDH de
R. capsulatus, demonstraram que o Moco apenas é acessivel através de um canal de ligagao do
substrato [43]. Esta inacessibilidade ao local catalitico revelou a necessidade de existirem proteinas,
designadas por chaperonas, que facilitem a insercao do cofactor e o folding da apoenzima [51].
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Como designado anteriormente a XDH de R. capsulatus resulta da expressédo de dois genes:
xdhA e xdhB. A jusante destes dois genes, encontra-se o gene xdhC (co-transcrito com xdhAB). Da
expressdo deste gene resulta a proteina XdhC, identificada como sendo essencial para a obtengéo
do complexo XDH activo [52].

A formagé&o do complexo XDH segue uma ordem muito rigida. Envolve: 1) a sintese de XdhA e
XdhB; 2) a dimerizacdo de ambas as subunidades; 3) a insercdo dos centros Fe-S e o FAD na
subunidade XdhA; 4) a dimerizag&o dos dois dimeros (af3) através da XdhB e 5) a inser¢do do Moco
sulfurado na subunidade XdhB. O papel da XdhC esta bem caracterizado, estando esta proteina
envolvida no processo de sulfuracéo e inser¢cdo do Moco nas subunidades XdhB.

Quando a XdhC liga o Moco, interage com a enzima L-cisteina desulfurase, NifS4. Desta
interaccdo resulta o Moco com um atomo de enxofre adicional, sendo protegido da oxidacdo pela
XdhC até ser inserido na apoenzima XDH. A transferéncia do cofactor é dependente da organizacao
estrutural da apoenzima, acontecendo somente quando esta se encontra na forma a,f3, (Figura 1.6).
Como o centro catalitico é de dificil acesso, pensa-se que a XdhC actue como chaperona, auxiliando
no folding da XDH apo6s a insergdo do Moco [53], [54].

Y xanthine/

hypoxanthine
XdhA
XdhB

FAD

/ uric acid
MPT
J xanthine/ MogA
hypoxanthine MoeA
bis-MGD <——Moco

MobA
XdhC l

Y

2x[2Fe2S)

Figura 1.6. Modelo para a formacdo de XDH de R. capsulatus e formag¢do do Moco sulfurado. A
formacéo da XDH envolve a sintese da XdhA e XdhB, dimerizagdo de ambas as subunidades, inser¢cdo dos dois
centros ferro-enxofre e FAD na subunidade A. Segue-se a dimerizagéo dos dimeros (af8) através da subunidade
B. Depois da transferéncia do atomo de enxofre para o Moco pela proteina NifS4, a XdhC insere-0 nas
subunidades XdhB. Quando a inser¢do de um dos centros ferro-enxofre € incorrecta, a proteina permanece com
a forma heterodimero ndo ocorrendo a ligagdo do Moco. Adaptado [53], [54].

Genes semelhantes ao xdhC de R. capsulatus foram identificados noutras espécies
procariotas, nomeadamente em E. coli (Figura 1.7). Em alguns casos, a organizagdo do operado é

semelhante a existente para a XDH de R. capsulatus, no entanto a XdhC é a Unica chaperona desta
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familia até agora caracterizada do ponto de vista reaccional [55]. Esta proteina da assim o nome a

uma familia de proteinas envolvidas na maturacdo de molibdoenzimas pertencentes a familia XO.

H H- Rhodobacter capsulatus

xdhA xdhB xdhC

T — Escherichia coli 1000 bp

pacA paoB paoC paoD

N >{ ) - -<:|D - ﬁ Escherichia coli

xdhA xdhB xdhC ygeB  yqeC mocA xdhD

Figura 1.7. Representacdo esquematica da organizacdo dos operdes que incluem o0s genes
homélogos ao xdhC em E. coli e R. capsulatus. Os genes correspondentes a molibdoenzimas estdo
representados a azul. A vermelho, os genes que se prevéem homologos do xdhC. A verde, o gene que codifica
para a proteina MocA e a branco a grelha de leitura aberta que codifica para proteinas com diferentes (ou
desconhecidos) papéis. Adaptado [51].

No genoma de E. coli encontra-se o operdo pacABCD, que codifica a aldeido oxidoredutase
periplasmatica, PaoABC. Tal como a XdhC, do mesmo operdo de onde provém a apoenzima, resulta
também uma proteina independente de 35 kDa, a PaoD.

Estudos anteriores demonstraram que quando a PaoABC € expressa na auséncia de PaoD
ndo possui actividade catalitica, uma vez que ndo contém o MCD sulfurado inserido na subunidade
C. A ndo incorporacdo do cofactor leva a uma rapida degradacdo durante a expressao/purificacdo da
subunidade C e, consequentemente, da apoenzima. Neste sentido, demonstrou-se que a PaoD é
essencial para a insercdo do MCD sulfurado, possuindo também um efeito estabilizador na
subunidade C [48].

Refor¢ando a ideia de que a chaperona PaoD esta envolvida na insergéo e ligagdo do MCD
sulfurado na subunidade C da PaoABC, verificou-se por ensaios de Ressonancia Plasménica de
Superficie (SPR) que interage com a proteina responsavel pela conversdo do Moco em MCD, a
MocA (ver Figura 1.5) [56]. A semelhanca da XdhC, é possivel que a PaoD também seja responsavel
pela maturagdo da enzima depois da inser¢do do MCD. Estas caracteristicas sd&o muito semelhantes
as da XdhC, contudo os mecanismos de actuagédo da PaoD ainda ndo estéo clarificados [48], [51].

Foram identificadas no genoma de E. coli duas grelhas de leitura abertas (ORF — Open
Reading Frame) adicionais, cuja transcricdo resulta na expressao de duas proteinas homologas a
XDH de R. capsulatus, xdhABC e xdhD. Existem indicios de que tenham um papel biolégico
semelhante a XDH, contudo ndo se detectou a co-transcricdo de um gene homdlogo a xdhC.
Todavia, foi identificada uma nova proteina, a YqgeB, organizada como uma Unica unidade
transcricional no genoma de E. coli. Continua por esclarecer se esta proteina pertence efectivamente
a familia de chaperonas semelhante a XdhC, e se actua como chaperona sobre as proteinas XdhD e
XdhABC de E. coli (Figura 1.7) [51].
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As estruturas tridimensionais das proteinas XdhC, PaoD e YqeB, pertencentes a familia de
chaperonas XdhC, e da molibdoenzima PaoABC continuam desconhecidas. Uma das metodologias
possiveis para resolucdo desta lacuna é a utilizacdo da cristalografia de raios X — abordada no
capitulo seguinte.

1.2. Cristalografia de Raios X

A resolucéo da estrutura tridimensional de proteinas € essencial na compreensao do seu papel
biolégico. Apesar de, com o avango cientifico, terem surgido outras técnicas, como a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e a Microscopia Electronica a Temperatura Criogénica (Crio-EM), a
Cristalografia de Raios X é ainda hoje a técnica com maior sucesso e aplicabilidade.

Em 1950, Max Perutz e John Kendrew resolveram a primeira estrutura cristalina de uma
proteina, mioglobina de baleia. O Prémio Nobel da Quimica de 1964, Dorothy Hodgkin, deu um
contributo excepcional para as ciéncias biolégicas através da resolucdo de estruturas de moléculas
pequenas (como colesterol, penicilina e vitamina B12) [57]. Actualmente, Setembro de 2012, existem
depositadas na base de dados online PDB (Protein Data Bank) 74131 estruturas (proteinas, acidos
nucleicos, entre outras) resolvidas por cristalografia de raios X [58].

A determinacéo de estruturas proteicas por cristalografia de raios X envolve inimeros passos,
gue vao desde a seleccdo da proteina alvo, a obtencdo de cristais e, por fim, a determinacédo e
validacdo da estrutura. Alguns destes serdo detalhadamente abordados ao longo da presente
dissertacgéo.

1.2.1. Raios X

Os raios X foram descobertos em 1895 por Wilhelm Conrad Roéntgen, fisico alemédo. O
comprimento de onda (A) desta radiacdo situa-se entre os 0,1 e os 100 A, encontrando-se no
espectro electromagnético entre os ultravioleta e os raios gama (Figura 1.8). Em regra, para um
objecto difractar a radiacdo e, essa difraccao ser visivel por ampliacdo, o comprimento de onda da
radiacdo incidente ndo deve ser maior que o objecto. Por exemplo, a radiagédo electromagnética entre
0s 4000 e 7000 A (luz visivel), ndo permite obter uma imagem dos atomos individuais de uma
molécula, onde os comprimentos de ligacdo s&o cerca de 1,5 A. A comprimentos de onda entre os
0,5A e 0s 2,5 A, onde se situa a faixa dos raios X, a radiacéo é difractada por pequenas moléculas.
Os raios X ndo podem ser focados por lentes e a radiagéo difractada por uma Gnica molécula é muito
baixa e dificil de detectar. De forma a contornar estes problemas séo utilizados computadores como
lente, que reconstroem a imagem a partir do objecto, e cristais de proteina que aumentam o sinal
gerado por varias moléculas equivalentes. Os feixes difractados pelo cristal de proteina possuem
uma intensidade detectavel e quantificavel, podendo permitir a identificacdo dos atomos que a
constituem [59], [60].
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Figura 1.8. Espectro electromagnético. Os raios X estfo destacados com a caixa laranja [61].

O Tubo de Coolidge e o Anodo rotativo sdo duas formas comumente utilizadas para produzir
raios X (Figura 1.9. - A e B, respectivamente). O seu funcionamento baseia-se no bombardeamento
de um metal (como o cobre ou molibdénio) com electrdes produzidos por um filamento aquecido e
acelerados por um campo eléctrico. Os electrfes acelerados removem os electrdes do metal de um
dos niveis energéticos internos, produzindo-se radiacdo X quando estes transitam de uma orbital
externa para uma orbital interna livre. Os raios X sdo emitidos em todas as direc¢des (sem
possibilidade de focar), possuindo o comprimento de onda caracteristico do metal, o que restringe a
sua utilizagdo [59]. No entanto, a fonte mais poderosa de raios X € o sincrotrdo (Figura 1.9 - C).
Estes aceleradores de particulas tém a forma de anel, com electrBes (ou positrdes) a circular a altas
velocidades (perto da velocidade da luz). Durante este movimento, os electrfes perdem energia sob
a forma de radiacdo X. Estes raios X s&o, posteriormente, canalizados por sistemas de espelhos e
monocromadores originando feixes de raios X monocromaticos, com comprimento de onda variavel e
de alta energia [59], [62]. Como a radiac@o de sincrotrao é muito intensa e sintonizavel, melhora a
qualidade e rapidez da recolha de dados, sendo igualmente util na resolugdo do Problema da Fase

(abordado no subcapitulo 1.2.3).
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Figura 1.9. Fontes de raios X. A — Tubo de Collidge; B — Anodo rotativo; C — Sincrotréo. Adaptado [59], [62].
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A evolucao da tecnologia associada a cristalografia de raios X tem contribuido para um
aumento do conhecimento ao nivel estrutural de diferentes formas de vida. A aplicabilidade desta

técnica depende da obtencéo de cristais de proteina, sendo este o tema do subcapitulo seguinte.

1.2.2. Cristalizacao de proteinas

A obtengdo de cristais de proteina para a determinacdo da estrutura tridimensional é o passo
limitante na aplicacdo da técnica de cristalografia de raios X. Implica a obtencéo de proteina com
elevado grau de pureza e concentragdo (nhormalmente, entre os 5-15 mg/mL) e o teste/optimizacao
de varias condicdes de cristalizacdo [63], [64].

Um cristal é caracterizado por uma estrutura interna ordenada e periédica no espaco
tridimensional. A célula unitaria é o elemento volumétrico mais pequeno e simples que representa na
totalidade o cristal. Esta célula unitéria, repetida infinitamente numa rede (lattice) tridimensional com
operagcBes de translacdo associadas, define a estrutura e simetria do cristal. Estas células sdo
definidas por parédmetros de rede, comprimentos e angulos dos limites da célula. As posi¢cdes
precisas dos atomos na célula unitaria sdo descritas pelas coordenadas cartesianas tridimensionais
(x, y e z) e os parametros da célula unitaria por a, b e ¢, com os angulos respectivos a (entre b e c),
B (entre a e c) e y (entre a e b) (Figura 1.10).

A célula unitaria pode conter uma ou mais unidades assimétricas. A unidade assimétrica é a
unidade volumétrica mais pequena que contém toda a informacéo estrutural e, dentro da célula
unitaria as unidades assimétricas estdo relacionadas entre si por operacdes de simetria. Os
pardmetros da célula unitaria podem variar, originando sete sistemas cristalinos, que representam
diferentes organizacdes internas do cristal (ver Figura 7.1 em Anexos). Como a proteina é uma
molécula quiral, as operacdes de simetria cristalina apenas incluem a translacao e rotacao. Esta
limitagdo de simetria das células unitarias, face a outras moléculas ndo quirais, reduz o namero de
grupos espaciais de 230 para 65 [59].
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Figura 1.10. Representacdo da rede cristalina de um cristal, composta por varias células unitarias. A
rede cristalina resulta de operacgfes de translacao da célula unitaria. Esta é gerada pela unidade assimétrica
através de operacdes de simetria cristalografica. Adaptado [59].

Os cristais de proteina sao frageis e tipicamente de menores dimensfes, quando comparados

com os cristais inorganicos. A integridade estrutural dos cristais de proteina é mais fraca, uma vez
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gue sao estruturas pouco compactas, preenchidas por canais de solvente que ocupam entre 27 -
78% do seu volume. Estes canais de solvente podem ser muito Uteis no estudo das interaccfes
proteina-ligando, uma vez que permitem o acesso do composto de interesse a diferentes zonas da
proteina e, principalmente, ao centro activo [64], [65].

De forma a induzir a cristalizagdo de proteinas é necessario atingir um estado de solubilidade
minima de forma lenta, alcancando-se o grau de sobressaturacio. E desejavel atingir o ponto de
saturacdo lentamente de modo a facilitar o ordenamento das moléculas na rede cristalina.
Geralmente, a cristalizacdo de macromoléculas é alcancada através da mistura de uma solucdo de
proteina com uma solucado precipitante [64], [66].

A cristalizacdo é um fendmeno de transicdo de fase que pode ser ilustrado por um diagrama
(Figura 1.11) onde se encontram representados os diferentes estados fisicos da proteina em fungao
da sua concentracdo e de diferentes pardmetros, como a concentracdo de precipitante, pH e
temperatura. Neste diagrama de fases €& possivel distinguir quatro regies principais:
sobressaturacdo, nucleacdo (ou labil), metaestavel e ndo saturada. A cristalizacdo ocorre entre a
regido de nucleacdo e metaestavel. Na fase de nucleac¢@o séo exigidas concentracdes de proteina
e/ou precipitante superiores as da zona metaestavel, necessarias para ocorrer uma precipitacdo
lenta e favorecer a formacao de agregados proteicos. Isto leva a diminuigdo da concentracdo de
proteina em solucéo e a entrada na regido metaestavel. Aqui, ocorre exclusivamente crescimento
ordenado cristalino [59], [63].
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Figura 1.11. Diagrama de fases para a cristaliza¢@o de proteinas. Como parametros ajustaveis entende-
se: concentracao do agente precipitante ou aditivo, pH e temperatura. Apresenta duas zonas distintas: a regido
de ndo-saturacdo e a regido sobressaturada, que inclui a regido de nucleagdo, metaestavel e de precipitacao.
Adaptado [63].

z

A técnica mais popular para a obtencdo de cristais € a de difusdo de vapor. Consiste no
estabelecimento do equilibrio, em sistema fechado, entre uma gota que contém a solucdo de
proteina e a solucdo precipitante e o reservatério que contém um elevado volume de solucao

precipitante. Esta técnica inclui o método de gota suspensa, onde a gota € colocada numa lamela
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situada acima do reservatorio (Figura 1.12 — A) e o método de gota assente, em que a gota é
colocada numa microponte localizada no reservatério (Figura 1.12 - B) [66].

Como a gota contém a solugdo de proteina misturada com a solugdo precipitante, a
concentracdo desta Ultima é inferior a existente no reservatdrio. Assim, ao selar-se o reservatério
com uma lamela e silicone (ou cera) o sistema estabelece uma difuséo de vapor de forma a igualar
as concentracdes de solucdo precipitante na gota e no reservatério. Tal ocorre através da difuséo de
moléculas de 4gua da gota para o reservatorio até se atingir o equilibrio. O sistema desloca-se da
zona de nao-saturacdo do diagrama de fase para a regido de sobressaturacdo, podendo registar-se

crescimento cristalino (Figura 1.12. — C).
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Figura 1.12. Técnicas de cristalizagao por difusdo de vapor. A — gota suspensa, normalmente utilizadas
para os ensaios de cristalizagdo realizados manualmente; B — gota assente, geralmente utilizada em ensaios
robotizados; C — representacdo esquematica do método de difusdo de vapor. O processo inicia-se na regido
ndo-saturada, evoluindo para a regido de nucleacdo devido a evaporagdo de agua da gota que provoca um
aumento na concentracao de proteina. Adaptado [67], [68]

Geralmente, a cristalizacdo de proteinas é um processo moroso, dependente do tipo de
proteina em estudo. Como tal, para determinar as condi¢cdes de cristalizacdo € necessario testar
diferentes solucBes precipitantes, variando a natureza e concentracdo dos agentes precipitante,
tipicamente sais, alcoois de baixo peso molecular e polietilenoglicéis (PEG), a temperatura e o pH.
Hoje em dia, os rob6s de cristalizacdo tornaram este processo mais simples, mas ndo menos
desafiante.

1.2.3. Experiéncia de difraccao e resolucéo da estrutura
Apéds a obtencgdo de cristais 0 passo que se segue é a experiéncia de difrac¢do. Esta consiste
em incidir um feixe de raios X num cristal. Através da interac¢éo desta radiacdo com os electrbes dos
atomos que constituem o cristal origina-se um padrdo de difraccdo com reflexdes, que provém a
organizacdo interna da rede cristalina. Uma nota experimental importante € a necessidade de
congelar os cristais na presenca de agentes crio-protectores (como o glicerol ou a paratona), antes
da realizacdo da experiéncia de difraccdo. A utilizacdo de baixas temperaturas durante a experiéncia

de difraccao visa reduzir os danos causados pela radiacéo, possibilitando a recolha de um conjunto
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de dados completos a partir de um Unico cristal. Os agentes crio-protectores minimizam a dispersao
dos raios X pelas moléculas de agua, uma vez que impedem a formacdo de cristais de gelo na
superficie do cristal de proteina [59], [69].

O fenémeno de difraccdo € explicado pela Lei de Bragg, formulada em 1913 por William L.
Bragg e William H. Bragg. Durante a experiéncia de difrac¢éo, os atomos que constituem a molécula
dispersam a radiacdo aleatoriamente. Contudo, se existirem planos cristalinos, haverd direc¢des
preferenciais, nas quais se regista interferéncia construtiva (Figura 1.13). Esta interferéncia ira
originar as reflexdes que constituem padrdo de difraccdo. Cada reflexdo resulta da contribuicdo de

todos os atomos que possuem o0 mesmo angulo de difraccao [59], [64], [69].

sin 6 = BC/AB

nh=2d,;;sind

BC =ABsin 9= dhk, sin O

Figura 1.13. Representacéo da Lei de Bragg. Na caixa verde encontra-se a equagéo de Bragg que, quando
se verifica, resulta no fenémeno de interferéncia construtiva. Adaptado [59].

As reflexdes presentes no padrdo de difraccdo sdo caracterizadas pelos indices de Miller
(hkl) e pertencem ao espago reciproco. Como cada reflexdo é constituida por um feixe de raios X,
pode ser definida como uma funcéo periddica (onda), caracterizada pelas grandezas: amplitude (F),
fase (o) e comprimento de onda (A). Esta caracteristica permite que as reflexdes sejam definidas com
uma série de Fourier, através da equacdo dos factores de estrutura (Fyng) que relaciona o espaco
reciproco com o contetdo da célula unitaria, o espaco real. Nesta equacgéo, o V representa o volume
da célula unitaria e (x,y,z) a posicdo dos atomos no espaco real. A transformada de Fourier (FT) é
uma operacgdo reversivel, onde a sua inversa (FT'l) descreve a densidade electronica, py,,, em
funcdo das ondas difractadas, Fn,[60], [64], [69].

FT

p(x y Z) = Z Fhkl E—I-TJ.':ia.\'fk'_\'+{z—a};,'\—,l‘_,

Fhkl = I }J(J-’.}", z}e[z.‘u'=h.1'+k_1'+!'z‘.l] dv
; FT Rkl

Vv
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E a densidade electrénica que permite identificar a posicdo dos atomos que constituem a

proteina. A sua determinagéo depende de dois parametros: amplitude dos factores de estrutura, |Fpy|

e as fases, a. Quando as reflexdes resultantes da experiéncia de difraccdo sédo indexadas, atribuindo
um indice de Miller, obtém-se uma lista de intensidades, l,q, com os respectivos erros associados,
One- A partir da raiz quadrada das intensidades é possivel determinar as amplitudes |Fyy|. Contudo, a
experiéncia ndo permite a determinacdo das fases das ondas que atingem o detector,
impossibilitando a obtencdo do mapa de densidade electrénica, surgindo o famoso ‘Problema da
Fase’ em cristalografia [59], [69].

A resolucdo deste problema consiste na utilizacdo de diferentes metodologias que permitam
determinar as fases, nomeadamente o método de Substituicdo Molecular (MR - Molecular
Replacement), a Substituicdo Isomorfica Mdltipla (MIR - Multiple Isomorphous Replacement) ou
Dispersdo Anomala Mdltipla ou Simples (MAD ou SAD — Multiple/Single Wavelenght Anomalous
Dispersion).

A Substituicdo Molecular é o método aplicado quando existem estruturas de proteinas

homélogas. Consiste em determinar matematicamente a posicdo correcta do modelo de uma
proteina homodloga na célula unitaria da proteina desconhecida. O primeiro passo consiste na
orientacdo do modelo na célula unitaria pela funcdo de rotacéo, através da aplicagdo do Método de
Patterson. De seguida, determina-se a posi¢éo correcta do modelo ja orientado por comparagdo dos
factores de estrutura calculados, F.,, € 0s obtidos experimentalmente, Fq,s. Depois de encontrada a
melhor orientagdo e posicdo do modelo na nova célula unitaria utilizam-se as fases calculadas, O,
para desenhar o primeiro mapa de densidade electronica [59], [64], [70].

Apesar de ser um método relativamente simples e rapido de resolver uma estrutura, acarreta o
problema do model bias. Este pode levar a erros na interpretagdo do mapa de densidade electrénica
uma vez que, apesar de possuir as caracteristicas globais da nova estrutura, também apresenta
caracteristicas da proteina homdloga utilizada como modelo [59], [71]. Uma cuidadosa inspeccédo
visual dos mapas de densidade electrénica € crucial para ultrapassar este problema e determinar
com exactiddo a nova estrutura.

Para os casos em que a estrutura € completamente desconhecida, um dos métodos possiveis

z

para a determinacdo das fases € a Substituicdo Isomorfica Mdltipla. Para a sua aplicacdo é

necessario obter cristais de proteina nativa e derivatizados. A derivatizagdo consiste na incubacgéo de
cristais nativos com atomos de elevado ndmero atdbmico, como o dsmio, platina, ouro ou mercurio,
gue através dos canais de solvente se ligam a proteina. A diferenga isomorfica das amplitudes dos
dados nativos e derivatizados permite estimar a amplitude dos factores de estrutura dos &tomos
pesados e determinar a sua posi¢cdo (X,y,z). Através da posicdo dos atomos pesados é possivel
determinar as fases e calcular o primeiro mapa de densidade electrénica. Esta abordagem tem a
limitagdo de a célula unitaria do cristal derivatizado ter de ser isomérfica do cristal nativo [64], [69],
[70].

Existem outros métodos também dependentes da existéncia de atomos pesados. E o caso da

Dispersao Anémala Mdltipla. Baseia-se na detecgéo da dispersdo anémala dos raios X em fungéo do

seu comprimento de onda. Os raios X, a um determinado comprimento de onda, sdo absorvidos
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pelos electr6es dos atomos pesados, provocando uma alteracdo da fase das reflexdes — efeito de
dispersdo andmala. Esta alteracao causa pequenas diferencas entre conjuntos de dados recolhidos a
diferentes comprimentos de onda, que permitem o célculo das fases iniciais. Ao contrario do método
anterior, podem utilizar-se atomos pesados intrinsecos a proteina como centros inorganicos,
metioninas modificadas com selénio (selenometioninas) ou até os proprios atomos de enxofre dos
aminoécidos. E de notar que esta técnica s6 é aplicavel utilizando radiagdo de sincrotrdo, pois é
necessario variar o comprimento de onda da radiacéo incidente durante a experiéncia. No caso da
deteccédo do efeito anémalo a um Unico comprimento de onda, a técnica denomina-se por Disperséo
Andmala Simples [64], [69].

Depois da determinacdo das fases e do primeiro mapa de densidade electrénica entramos

numa nova etapa. O mapa obtido pode ser alvo de novas FT, de forma a melhorar as fases e,
consequentemente, a densidade electrénica. A melhoria dos mapas de densidade permite a

obtencdo de um modelo estrutural fihvel e coerente com os dados experimentais.

1.2.4. Refinamento e validacao
O primeiro modelo obtido pode conter erros que necessitam de ser removidos através do
processo de refinamento. Este processo iterativo envolve varios ciclos de optimizacdo automatica
(ajuste de parametros mateméticos) e correc¢des manuais, de forma a minimizar as diferencas entre
as amplitudes observadas |Fqys| € as amplitudes calculadas |Fy| [60], [69].
O parametro mais importante na avaliagdo da qualidade do refinamento é o factor R, uma vez

que reflecte a concordancia entre o modelo construido e os dados observados [60]:

. Z HFnhsl — |FL‘5:11L‘||

R
Z |F0h5 |

O valor de R deve ser o menor possivel, demonstrando assim a proximidade entre as
amplitudes calculadas e as observadas. Apesar deste parametro estar relacionado com a resolucéo
dos dados de difraccdo, para estruturas bem resolvidas espera-se um valor de R <0,2. Para valores
superiores (R >0,25) é necessario inspeccionar a estrutura cuidadosamente porque podem ter
ocorrido erros importantes durante o refinamento e construgdo do modelo [60], [64].

Outro pardmetro importante na avaliagdo da concordancia entre o modelo calculado e os
dados observados € 0 Ry.e. E determinado de forma analoga ao factor R, utilizando entre 5-10% das
reflexdes ndo contabilizadas para o processo de refinamento. E importante comparar este parametro
com o factor R, uma vez que pode indicar se existem problemas no ajuste do modelo. Se o factor R
diminuir, mas 0 Ry N0 acompanhar a tendéncia podemos estar na presenca de uma sobre
interpretacdo do mapa. Assim, para dados de alta resolucao a diferenca entre o R € 0 Ry NA0 deve
exceder os 5% [60], [69].
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Para uma andlise local do modelo construido é necessério considerar o factor B. Este
parametro esta relacionado com a oscilacdo dinamica de um atomo numa dada posicéo, variando
entre ~2 A?> e ~100 A’ E, tal como os parametros anteriormente descritos, uma ferramenta
importante na detecgdo de erros na construgdo do modelo, uma vez que quando um atomo se
encontra mal posicionado apresenta um factor B superior ao dos atomos vizinhos [60], [69].

Por fim, é importante analisar o modelo do ponto de vista estereoquimico. Uma ferramenta
Gtil para essa analise é o diagrama de Ramachandran, que permite verificar se a conformacao do par
de angulos diedros em torno do Ca, ¢ e W, se encontram nas regides permitidas [59], [60]. Por outro
lado, o RMSD (sigla do inglés Root-mean-square deviation) permite avaliar qual o desvio dos
parametros geomeétricos do modelo, como os comprimentos e angulos de ligagdo, face ao que é
considerado tipico. Para um modelo bem refinado, o valor de RMSD para os comprimentos de

ligacdo deve encontra-se perto dos 0,02 A e para os angulos de ligagdo, proximo, dos 4° [59].

1.3. Small-angle X-ray scattering

Como abordado anteriormente a cristalografia de raios X é a técnica mais utilizada para a
obtencdo de uma estrutural tridimensional de macromoléculas biolégicas a nivel atomico. Apesar de
ser a técnica mais utilizada para a andlise estrutural, esta condicionada pela obtencao de cristais da
proteina de interesse.

A técnica de Small-angle X-ray scattering (SAXS) permite a andlise da flexibilidade de
macromoléculas bioldgicas em solucao, através da obtencdo de um modelo de baixa-resolu¢éo (10-
20 A). Esta técnica requer amostras de proteina com elevado grau de pureza, monodispersa e
soluvel a elevadas concentracdes. Estes requisitos sdo comuns com as restantes técnicas de andlise
estrutural, contudo o SAXS tem a vantagem da recolha e caracterizagdo da amostra ser
extremamente rapida quando utilizada radiagdo de sincrotrdo [72-74]. A experiéncia consiste em
expor uma solucao de proteina a um feixe monocromatico de raios X. A intensidade de disperséo da
radiacao é detectada como uma funcéo de angulos de disperséo (Figura 1.14 - A). No caso dos raios
X, esta dispersdo é dependente da concentracdo de proteina e do contraste, Ap(r). Este ultimo
parametro resulta da diferenca entre a densidade electrénica do soluto e solvente, que no caso de
proteinas em solu¢éo aquosa é muito pequena [72].

Os padrbes de dispersédo dos raios X obtidos sdo apresentados sob a forma de uma curva
(Figura 1.14 — B). A partir destas curvas podem ser obtidos pardmetros especificos, que permitem
determinar o tamanho e a forma geral (envelope) da proteina. O SAXS permite ainda obter modelos
de baixa-resolugéo e, como pode ser aplicado a solugdes de proteinas com pesos moleculares muito

variaveis, € uma excelente ferramenta no estudo de complexos proteicos em solugéo [72], [75].
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Figura 1.14. Representacdo da experiéncia de SAXS e dos respectivos dados. A — esquema da
experiéncia de SAXS; B — dados de SAXS, onde se encontram representados os dados recolhidos para uma
solucdo de albumina de soro bovino (1), o respectivo tampédo (2) e a diferenca que contém somente a
contribuicdo da proteina. Adaptado [72].

Nesta técnica, as regifes flexiveis das proteinas provocam um aumento da dispersdo dos
raios X. Como, em cristalografia estas regides podem contribuir para a obtencdo de um modelo
incompleto, os dados de SAXS podem ser utilizados para completar essas regides e aperfeicoar o

modelo tridimensional [74].
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2. Objectivos
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A presente dissertacdo tem como principal objectivo clarificar, do ponto de vista estrutural, a
interaccao entre enzimas de molibdénio e as suas chaperonas. Assim, como alvo deste estudo
seleccionou-se a molibdoenzima PaoABC de E. coli, a sua chaperona PaoD e outras duas proteinas:
a XdhC de R. capsulatus, chaperona da XDH e a YgeB de E. coli, uma hipotética chaperona da
XdhABC e da XdhD.

Para tal foi necessario sobre-expressar em E. coli e purificar cada uma destas proteinas. Estes
passos foram executados no laboratério de cristalografia de proteinas do REQUIMTE-CQFB (FCT-
UNL), bem como no laboratério da Prof. Silke Leimkihler (Institute of Biochemistry and Biology,
University of Potsdam, Germany), com quem temos uma forte colabora¢éo. As metodologias

aplicadas para cada caso ja tinham sido determinadas antes da execucao desta dissertagéo.

Apéds os passos de expressdo e purificacdo, tem-se como objectivo determinar e optimizar as
condicdes de cristalizacdo das quatro proteinas, de forma a resolver as suas estruturas
tridimensionais por cristalografia de raios X. Este serd um marco importante no conhecimento desta

familia de enzimas.

Utilizando a técnica de SAXS, pretende-se obter o modelo da molibdoenzima PaocABC em
solucdo. Este seré utilizado para comparagédo com a estrutura cristalografica determinada e permitira
identificar possiveis diferencas na estrutura da proteina, que poderdo estar associadas a flexibilidade
ou a artefactos de empacotamento. Estes resultados também serdo Uteis para estudar, num futuro
préximo, e pela mesma técnica, o0 complexo PaoABCD que corresponde a interac¢do entre enzima e
chaperona. A técnica de SPR vai permitir averiguar/comprovar a ocorréncia desta interac¢cdo bem

como analisar o papel da MocA, conhecida como responsavel pela maturagdo do Moco a MCD.

Devido a instabilidade registada para a chaperona PaoD um dos objectivos deste trabalho é
encontrar condi¢cdes que a estabilizem. Pela técnica de thermofluor, determinar-se-a o tampao ideal
para a realizacdo dos ensaios de cristaliza¢@o. Ensaios de RMN-STD executados também para esta
chaperona permitiréo investigar e caracterizar a natureza da interac¢do entre a PaoD e dois liquidos

iénicos, seleccionados como estabilizadores da proteina.
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3. Procedimento experimental
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Os procedimentos descritos nas sec¢bes 3.1.1, 3.2.1, 3.3.1 e 3.4.1 resultaram da estreita
colaboragdo com o laboratério da Professora Silke Leimkiihler (Institute of Biochemistry and Biology,
University of Potsdam, Germany), onde foi executada a componente de biologia molecular deste
trabalho, desde a: escolha da estirpe bacteriana e plasmideo, clonagem, composigdo dos meios e

condi¢des de crescimento.

3.1. Estudos com a PaoABC

3.1.1. Sobre-expressdo em Escherichia coli e purificacao

A sobre-expressdo aerébia e purificacdo do complexo PacABC foram realizadas de acordo
com o protocolo previamente descrito pelos colaboradores deste projecto, Meina Neumman et al.
[48].

O protocolo de transformacgéo das células de E. coli da estirpe TP1000 [76] com o plasmideo
PMN100 (pTrcHis-paoABCD) [48] foi realizado pela Doutora Meina Neumman (Institute of
Biochemistry and Biology, University of Potsdam, Germany).

Um litro de meio LB com peptona (ver Tabela 7.1 em Anexos), suplementado com 150 pg/mL
de ampicilina, 1 mM de Na,MoO, (Sigma-Aldrich) e 10 uM de IPTG (Duchefa), foi in6culado com 2
mL da pré-cultura (crescimento de 16 horas, a 170 rpm e 37 °C) e incubado durante 24 horas, a 22
°C e 100 r.p.m (Multitron da Infors HT). O meio de cultura foi centrifugado (9600 xg, 5 minutos, 4 °C)
(centrifuga 6K15 da Sigma-Aldrich) e o pellet ressuspendido em tampéo fosfato (50 mM NaH,PO,
(pH 8,0) e 300 mM NaCl — 10 mL/L cultura). Depois deste passo as células foram mantidas a -20 °C
para futuras utilizaces.

Para proceder-se a purificacdo da PaoABC, lisaram-se as células através de trés passagens
no disruptor celular (TS Series Benchtop da Constant Systems) a 1350 bar, na presenca de 1 pg/mL
de DNase | de pancreas de bovino (Sigma-Aldrich). O produto da lise foi posteriormente centrifugado
(1 hora, 15557 xg., 4 °C) e o sobrenadante aplicado em 0,5 mL de resina Ni-NTA (Qiagen) por litro de
cultura.

A coluna foi depois lavada com 20 volumes de coluna (cv) de tampao fosfato com 10 mM de
imidazol e 20 cv do mesmo tamp&o com uma concentracdo superior de imidazol (20 mM).

A proteina foi eluida com 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 300 mM NaCl e 250 mM imidazol e as
fraccdes recolhidas analisadas por Electroforese em Gel de Poliacrilamida e Dodecil-Sulfato de Sédio
- sigla SDS-PAGE (tina Mini-PROTEAN® Tetra Cell e fonte de alimentagcdo ambas marca BioRad).
De seguida, procedeu-se a uma dialise durante 16 horas (4 ‘C) numa membrana de 10 kDa (Medicell
International) contra 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) e 1 mM EDTA.

De forma a aumentar o grau de pureza, a amostra foi aplicada huma coluna Q-Sepharose (GE
Healthcare) previamente equilibrada (50 mM Tris-HCI (pH 7,5) e 1 mM EDTA) e eluida através de um
gradiente linear de 0 — 500 mM de NaCl. A pureza da proteina foi, mais uma vez, avaliada por SDS-

PAGE, procedendo-se de seguida a sua concentracdo. Para tal, recorreu-se a um tubo Vivaspin 2
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com uma membrana de 30 kDa (GE Healthcare) até atingir-se uma concentracédo, aproximada, de 40
mg/mL. Esta foi determinada pela leitura da absorvancia (em cuvete de quartzo e espectrofotémetro
UV2600 da Shimadzu) a 445 nm. Para este comprimento de onda, o coeficiente de extincdo molar da
proteina determinado experimentalmente é de 23686 M™*.cm™ [48].

A proteina foi congelada em azoto liquido e guardada a — 80 °C para futuras utilizagbes.

As condi¢cbes de corridas das SDS-PAGE foram comuns durante todo o processo (80 V,
intensidade de corrente variavel, 110 minutos), utilizando-se como marcador de peso molecular o
Protein Marker US7 (GeneON).

3.1.2. Ensaios de cristalizacao

Numa primeira fase, os ensaios foram realizados em caixas de cristalizacdo de 24 pocos
(modelo XRL da Molecular Dimensions), testando véarias solu¢des precipitantes de screens
comerciais e de um screen de 80 condi¢cdes adaptado de Jancarik et al. [77] (ver Tabela 7.2 em
Anexos), bem como diferentes concentracdes de proteina e propor¢des da gota. Os ensaios foram
realizados a 20 °C pelo método de difusdo de vapor - gota suspensa, com 700 pL de solucéo
precipitante no reservatorio.

ApOs visualizacdo das gotas de cristalizacdo (em microscépio SZH10 da Olympus)
determinaram-se as condi¢6es de cristalizagdo mais promissoras. Cristais de PaoABC, com cerca de
0,2 x 0,1 x 0,08 mm?®, surgiram ao fim de 2 dias utilizando 0,2 M lodeto de amoénio e 20% PEG 4K
como solucdo precipitante. Em algumas gotas era possivel distinguir, utilizando luz polarizada, a
presenca de vérias placas sobrepostas no mesmo cristal.

Numa segunda fase, foram realizados ensaios utilizando PaoABC a 20 mg/mL, gotas de 2 pL
(1uL de proteina e 1 pL solucdo precipitante), 700 uL de solucdo precipitante no reservatério e
temperatura de 4 °C. Foram realizados em caixas de 24 pogos (modelo XRL da Molecular
Dimensions) pelo mesmo método. Ao fim de cerca de 4 dias, cristais com 0,2 x 0,1 x 0,05 mm?
surgiram para a mesma solugéo precipitante que os anteriores.

Os cristais obtidos, quer a 20 quer a 4 °C, foram estabilizados com uma solu¢do de harvesting
buffer (composicao semelhante a solucéo precipitante, onde a concentracédo do agente precipitante é
superior) durante 1-3 minutos e transferidos para uma solugdo crio-protectora contendo 30 % de
glicerol (Sigma-Aldrich). Depois de serem congelados em azoto liquido, os cristais foram
posteriormente analisados por radiagdo de sincrotrdo nas linhas ID14-1 (ESRF - Grenoble, Franca) e
PX Il (SLS - Villigen, Suica).

3.1.3. Small angle X-ray scattering
Para a realizacdo dos ensaios de Small angle X-ray scattering (SAXS) preparam-se trés
solucdes de PaoABC a 20, 10 e 2 mg/mL. As diluigcbes foram realizadas sequencialmente, utilizando
o tampé&o 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 250 mM NaCl e 1mM EDTA para um volume final de 70 pL. As

concentracdes foram verificadas recorrendo ao NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
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As solucdes foram homogeneizadas e filtradas por centrifugacéo, utilizando um filtro com
poros de 0,22 um (Ultrafree-MC da Millipore).

A experiéncia foi realizada recorrendo a radiagdo de sincrotrdo na linha X33 (DESY-
Hamburgo, Alemanha) com a colaboracdo e supervisdo do Doutor Dmitri Svergun (European

Molecular Biology Laboratory - EMBL, Hamburgo, Alemanha).

3.2. Estudos com a PaoD

3.2.1. Sobre-expressdo em Escherichia coli e purificacdo da PaoD

A sobre-expressdo aerdbia e purificagdo da chaperona PaoD baseia-se no procedimento
publicado recentemente pelos colaborados deste projecto, Meina Neumman et al. [56].

A transformacéo das células de E. coli da estirpe BL21(DE3) (Novagen) com o plasmideo
pMN87 (contendo paoD) [56] foi realizado pela Doutora Meina Neumann. Este plasmideo derivou do
comercial pET28a (Novagen), através da clonagem do fragmento de interesse entre os locais de
corte das enzimas de restricdo Ndel e Sall.

Para a sobre-expresséao, 1 litro de meio LB com triptona (ver Tabela 7.1 em Anexos) e 25
png/mL de canamicina foi inoculado com 10 mL de pré-cultura (crescimento de 16 horas, a 170 rpm e
37°C). Seguidamente foi incubado a 30 ‘C, com uma agitacdo de 150 r.p.m. até um valor de
absorvancia a 600 nm (ODggnm) de 0,5 (em cuvete de poliestireno). A expressédo foi entdo induzida
com 100 pM IPTG.

A cultura foi centrifugada apés 5 horas (9600 xg, 5 minutos, 4 °C), e o pellet ressuspendido em
50 mM NaH,PO, (pH 8,0) e 300 mM NacCl - tampéao fosfato (10 mL/L cultura). Depois deste passo as
células foram mantidas a - 20 °C para futuras utilizacdes.

Para se proceder a purificagdo, lisaram-se as células com dois ciclos de sonicagdo de 15
minutos, a amplitude e pulso de 100% (UP100H da Hielscher) na presenca de 1 pg/mL DNase | de
pancreas de bovino. Ap6s centrifugacdo (1 hora, 15557 xg, 4 °C) (5804R da Eppendorf), o
sobrenadante foi aplicado em 0,4 mL de resina Protino® Ni-TED (Macherey-Nagel) por litro de
cultura. Apés a lavagem da coluna com 30 cv de tampdao fosfato com 10 mM de imidazol e 40 cv de
tampao fosfato com 20 mM imidazol, eluiu-se a proteina com tampao fosfato contendo 250 mM
imidazol.

Para avaliar a pureza das frac¢Bes recolhidas recorreu-se a uma SDS-PAGE, sendo as
condicdes de corrida: 20 mA (tensdo eléctrica constante) durante 60 minutos, com marcador de
pesos moleculares NZYColour Protein Marker Il (Nzytech).

A mudanca de tampéo da proteina ocorreu por didlise durante 16 horas com uma membrana
de 10 kDa ou por cromatografia de filtracdo em gel, utilizando colunas PD-10 pré-empacotadas (GE
Healthcare). Dependendo da finalidade da amostra a mudanca ocorreu para diferentes tampdes
(Tabela 3.1).
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Tabela 3.1. Composicao dos tampdes em que se encontrou a proteina em estudo, PaoD. Os tampges
descritos foram preparados com agua bidestilada contendo 0,02 % de azida de sédio. A escolha de cada
tampao recaiu sobre a finalidade da proteina.

Composicéo das solucdes

a 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM NaCl e 1 mM EDTA

b 50 mM NaH,PO, (pH 8,0), 300 mM NaCl e 1 mM EDTA

c 100 mM Bis-Tris (pH 5,5), 150 mM NaCl e 1 mM EDTA

Depois de quantificada, através da medi¢do da absorvancia a 280 nm (em cuvete de quartzo e
espectrofotbmetro Ultrospec 2100 pro da Amersham Biosciences) e utilizando o €,g0,m de 33920 M

! em™, a proteina foi congelada em azoto liquido e mantida a — 80 °C para futuras utilizacdes.

3.2.2. Ensaios de cristalizacao

Para a realizacdo dos ensaios de cristalizacdo foram utilizadas amostras de PaoD
descongeladas em gelo na presenca de um de dois liquidos i6nicos (IL), [Csmim]Cl (Sigma-Aldrich)
ou [C,OHmMIm]PF¢ (Solchemar), com concentragdes finais de 0,2 M ou 0,4 M.

A proteina foi de seguida concentrada, por centrifugagéo, utilizando um tubo Vivaspin 500 com
uma membrana de 10 kDa (GE Healthcare) até 5 mg/mL. A concentracdo final foi determinada
através da leitura de absorvancia a 280 nm (em cuvete de quartzo).

Os primeiros ensaios de cristalizagdo foram realizados pelo método de difusao de vapor — gota
assente (a 20 'C), com gotas de 0,4 pL (0,2 pL de proteina + 0,2 pL de precipitante), 50 pyL de
solugéo precipitante no reservatorio e proteina com uma concentracao inicial de 5 mg/mL. Recorreu-
se ao sistema automatico de cristalizac@o de proteinas Oryx 8 (Douglas Instrument) e a caixas de 96
pocos (SWISSCI'MRC' da Douglas Instruments) onde foram testadas, aproximadamente, 350
condicBes de cristalizacdo comerciais e o screen de 80 condicbes adaptado de Jancarik et al. [77]
(ver Tabela 7.2 em Anexos).

Numa fase seguinte, procedeu-se ao scale-up das condi¢cdes descritas anteriormente e ao
teste de 48 aditivos comerciais a 20 °C (Additive Screen | e Il, Hampton Research) em placas de
cristalizac@o de 24 pogos (modelo XRL da Molecular Dimensions). Utilizou-se o método de difuséo
de vapor — gota suspensa (a 20 °C), variando as proporgbes de proteina e precipitante, mas
mantendo o volume de solucéo precipitante no reservatério de 700 pL.

Aos cristais obtidos adicionou-se uma solucdo de harvesting buffer, procedendo-se, de
seguida, a sua transferéncia para uma solucao crio-protectora contendo 30 % de glicerol. Depois de
congelados em azoto liquido, os cristais foram analisados por radiagdo de sincrotrdo nas linhas ID
23-1 (ESRF — Grenoble, Franca) e PX Il (SLS — Villigen, Suica).
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3.2.3. Ensaios de Thermofluor

De forma a realizar os ensaios de thermofluor, utilizou-se a proteina PaoD a 0,5 mg/mL em
tampao Tris (ver Tabela 3.1, a). Um conjunto de seis tampdes (Fosfato de s6dio, MOPS, Bis-Tris,
HEPES, MES e Tris), com pH entre 5,5 e 8,5 (ver Tabela 7.3 em Anexos) foram testados. A cada
reservatdrio de uma placa de 96 pocos para ensaios de PCR (Bio-Rad) adicionaram-se:

v' 6 L de fluoréforo Sypro Orange 25x (Life technologies)
v' 15 pL de tampéo (ver composigdo detalhada na Tabela 7.3 em Anexos)
v" 9 L de proteina a 0,5 mg/mL

Foram realizados controlos negativos, substituindo a proteina ou o fluoréforo por agua
destilada.

A placa foi selada com uma pelicula Microseal ‘B’ Film (Bio-Rad) e centrifugada (5804R da
Eppendorf) durante 2 minutos a 2000 xg de forma a eliminar bolhas de ar. Utilizando um sistema de
deteccéo para PCR em tempo real com uma camara de CCD acoplada, foi possivel monitorizar em
simultineo as alteragbes de fluorescéncia dos 96 pocos (Mx3005P da Agilent Technologies
Stratagene). As amostras foram aquecidas de 25 a 93 °C com incrementos de 1 °C por minuto e 1

minuto de estabilizacdo em cada ponto.

3.2.4. Ensaios de Ressonancia Magnética Nuclear - Diferenca de

transferéncia de saturagéo

Para as experiéncias de RMN-STD (Ressonancia Magnética Nuclear - Diferenca de
Transferéncia de Saturag&o) foi utilizada PaoD em tampé&o Tris (ver composicao na Tabela 3.1., a) e
os IL [C;,OHmMIm]PFg ou [C,mim]CI. As concentracdes finais para proteina e ligando foram de 28,2 uM
e 3 mM, respectivamente.

Os dados RMN-STD foram adquiridos a 37 °C num espectrémetro Bruker Avance |l operado a
600 MHz (com crio-sonda). O espectro foi adquirido com 1024 scans, numa matriz com 32000 pontos
em t,, para uma janela espectral de 12019,23 Hz (centrada a 2814,60 Hz).

O método de supressdo de agua DPFGSE (ou excitation sculpting) foi aplicado de forma a
suprimir os sinais dos protdes da agua. Os sinais da proteina foram suprimidos com um filtro spin
lock (T4,) com um campo de 2 kHz e duragé&o de 20 ms.

A saturacdo selectiva da proteina (espectro on-resonance) foi realizada por irradiacdo a -300
Hz. Utilizou-se o programa 40 Eburp2.1000, com pulsos de 90° (50 ms, 1 ms de intervalo entre os
pulsos), para um tempo total de saturacdo de 2,0 s. Para o espectro de referéncia (off-resonance) as
amostras foram irradiadas a 20000 Hz.

Foram realizadas experiéncias de controlo com amostras de referéncia, a fim de optimizar a
frequéncia de saturacdo da proteina (- 0,5 ppm) e a irradiacdo off-resonance. Este procedimento foi
executado de forma a assegurar que os sinais de ligandos ndo eram afectados.

O efeito STD foi calculado por (lo-lsat) / lo, €M que (lo-1sat) € a intensidade do pico no espectro
de STD e |y € a intensidade do pico no espectro off-resonance. A intensidade STD do maior efeito

STD foi fixada em 100%, e usada como referéncia [78-80].
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A experiéncia descrita foi realizada em colaboracéo do Professor Eurico Cabrita e o Doutor
Aldino Viegas — membros do grupo de RMN da REQUIMTE/CQFB, FCT/UNL.

3.2.5. Ensaios de Ressonancia Plasmonica de Superficie

Os ensaios de interaccdo analito-ligando foram realizados num aparelho Biacore™ T200
(tecnologia baseada no fendmeno de SPR), com um sensor chip CM5 (GE Healthcare).

As proteinas PaoD, PaoABC e MocA - ligandos — foram imobilizadas na superficie do sensor,
através interaccao dos grupos amina com a superficie, até 600, 1500 e 600 unidades de ressonancia
(RU) por célula, respectivamente.

Diferentes solucdes de PaoD, PaoABC e MocA — analitos — com concentrac¢des de 0,05, 0,1,
0,2, 0,4, 0,8, 1,6, 3,2, 5, 10, 20 uM foram injectadas a 25 °C durante 5 min com um fluxo de 30
pi/min. Seguiram-se 10 minutos de dissociagdo, utilizando a fungcdo Kinject e a regeneracdo da
superficie do sensor com 20 mM HCI durante 1 minuto. O tamp&o de corrida continha 12 mM tampé&o
fosfato (pH 7,4), 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 3,4 uM EDTA e 0,005% Tween 20.

As proteinas MoaD, MobA e BSA (Albumina de Soro Bovino) foram escolhidas como controlos
negativos, seguindo 0 mesmo protocolo descrito para os analitos PaoD, PacABC e MocA.

Para a andlise cinética dos resultados e célculo dos parédmetros utilizou-se o software
BlAevaluation3.0 (GE Healthcare).

3.3. Ensaios para a XdhC de Rhodobacter capsulatus

3.3.1. Sobre-expresséo heter6loga em Escherichia coli e purificagdo

A sobre-expressdo heterdloga aerébia e purificacdo da XdhC de R. capsulatus foram
adaptadas do protocolo desenvolvido pelos colaborados deste projecto [55], [81].

A protocolo de transformacéo das células de E. coli da estirpe ER2566(DE3) (New England
Biolabs) com o plasmideo pAK20 [55] foi realizado pela Doutora Meina Neumann. Este plasmideo
resultou da insercdo do fragmento codificante xdhC no pTYB2 (New England Biolabs) entre os locais
de corte das enzimas Ndel e Kpnl.

A 1 litro de meio LB com Triptona (ver Tabela 7.1 em Anexos) e 150 pug/mL de ampicilina,
adicionou-se 10 mL da pré-cultura (proveniente de crescimento de 16 horas, 37 ‘C, 170 r.p.m. até
ODggonm de 1,0) e incubou-se a 30 °C e 150 r.p.m. Quando a cultura atingiu uma ODggonm de 0,3 (em
cuvete de poliestireno), induziu-se a expressao da proteina através da adi¢cdo de 300 uM de IPTG e
incubou-se por mais 16 horas, a 16 ‘C e 150 r.p.m. O meio de cultura foi depois centrifugado
(9600xg, 5 minutos, 4 °C), e o pellet ressuspendido em tamp&o com 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500
mM NaCl e 1 mM EDTA (10 mL/L de cultura). Depois deste passo, parte das células foram mantidas

a - 20 °C para futuras purificagdes.
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Para iniciar-se o processo de purificacdo, as células foram lisadas através de dois ciclos de
sonicacao durante 15 minutos e a 100% de amplitude e pulso, na presenca de 1 ug/mL DNase | de
pancreas de bovino. Apés centrifugacéo durante 1 hora, a 15557 xg e 4 °C, adicionaram-se 2 mL de
resina Chitin Beads da New England Biolabs (equilibrada em 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NacCl,
1 mM EDTA e 0,1% Triton X-100) ao sobrenadante e agitou-se durante 1 hora a 4 "C. A mistura foi
colocada numa coluna, lavada com 20 cv de tamp&o de equilibracdo e incubada durante 16 horas (a
4 °C) com tampao: 250 mM Tris-HCI (pH 8,5), 500 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 0,1% Triton-X100 e 50
mM DTT. Apés o periodo de incubacéo, a proteina foi eluida com 3 cv do tampao anteriormente
descrito.

As fraccdes recolhidas foram analisadas por SDS-PAGE (20 mA, tenséo eléctrica constante,
60 minutos) com marcador de pesos moleculares NZY Colour Protein Marker Il (Nzytech).

3.4. Ensaios para a YgeB

3.4.1. Sobre-expressdo em Escherichia coli e purificacao

A protocolo de transformacdo das células de E. coli da estirpe BL21(DE3) (Novagen) com o
plasmideo pMN104 (contendo ygeB) [56] foi realizado pela Doutora Meina Neumann. Este plasmideo
derivou do comercial pET28a (Novagen) através da clonagem do fragmento de interesse entre os
locais de corte das enzimas de restricdo Ndel e Sall.

A sobre-expressao aerdbia seguiu-se o procedimento descrito para a PaoD (ver sec¢éo 3.2.1).

Para a purificacao da proteina de interesse, lisaram-se as células com dois ciclos de sonicacao
de 15 minutos, a 100% de amplitude e pulso na presenca de 1 pg/mL DNase | de pancreas de
bovino. Apés centrifugacdo (1 hora, 15557 xg., 4 ‘C), o sobrenadante foi aplicado em 0,4 mL de
resina Protino® Ni-TED por litro de cultura. A coluna foi lavada com 30 cv de tampao fosfato - 50 mM
NaH,PO, (pH 8,0) e 300 mM NaCl - com 10 mM de imidazol e 40 cv de tampé&o fosfato com 20 mM
imidazol.

Antes de se proceder a eluicdo, adicionou-se 1 cv de tampdo fosfato com 250 mM de imidazol
e aguardou-se 10 minutos a 4 °C. Por fim, recuperou-se a proteina através da sua eluicdo com 30 cv
do tampao anterior.

A pureza das frac¢bes recolhidas foi avaliada por SDS-PAGE, com condi¢bes de corrida de
20 mA (tensao eléctrica constante) durante 60 minutos e com marcador de pesos moleculares
NZYColour Protein Marker Il (Nzytech).

A mudanca de tampéo da proteina ocorreu por didlise durante 16 horas com uma membrana
de 10 kDa ou por cromatografia de filtracdo em gel (utilizando colunas PD-10 pré-empacotadas) para
50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM NaCl e 1 mM EDTA.

As amostras depois de quantificadas pela leitura da absorvancia a 280 nm (em células de

guartzo) e utilizando o €,50nm de 22460 Mt.cm™, foram congeladas a -80 °C para futuros ensaios.
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3.4.2. Ensaios de cristalizacao

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados com YgqeB a 5 mg/mL, concentrada por
centrifugacao utilizando tubo Vivapin 2 com uma membrana de 10 kDa (GE Healthcare).

Foram testados diferentes screens comerciais e o screen de 80 condicbes adaptado de
Jancarik et al. [77] (ver Tabela 7.3 em Anexos), recorrendo-se ao robd de cristalizagdo Oryx 8 e a
caixas de cristaliza¢&do de 96 pocos (SWISSCI 'MRC' da Douglas Instruments).

O método escolhido foi a difuséo de vapor — gota assente (a 20 "C), para gotas de 2 uL (1L
de proteina e 1 pL de solugédo precipitante) e reservatério contendo 50 pL de solugédo precipitante.

Os cristais obtidos foram transferidos para uma solucdo crio-protectora com 10% ou 30 % glicerol e

analisados por radiacao de sincrotrdo na linha PX Il (SLS — Villigen, Suica).
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4. Resultados e discussao
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4.1. Estudos com a PaoABC

Como foi abordado na seccdo 1.1.2.1, a PaoABC é um complexo proteico pertencente a
familia XO. Ao contrario de todos os membros desta familia, € um heterotrimero e a Unica proteina
conhecida de E. coli que liga o cofactor MCD sulfurado [48]. A resolucdo da sua estrutura
tridimensional por cristalografia de raios X constitui um passo importante na compreensdo do seu

mecanismo de ac¢do e permitird a comparacédo estrutural com proteinas da familia XO.

4.1.1. Sobre-expresséo em Escherichia coli e purificacao

O presente estudo, teve como principal objectivo a obten¢éo de cristais de PaoABC. Tratando-
se de uma proteina de E. coli K-12 [47] foi escolhido um sistema de expresséo procarionte.

A sobre-expresséo aerobia foi realizada em células de E. coli da estirpe mutante TP1000.
Estas derivam da estirpe MC4100 onde foi inserida a cassete de resisténcia a canamicina na regiao
dos genes mobAB, envolvidos na formacédo do cofactor bis-molybdopterin guanine dinucleotide (bis-
MGD). A delecc¢@o dos genes mobAB leva a acumulagédo de elevadas concentracdes de MPT na
célula [76]. O MPT em E. coli tem como destino a formag¢édo de Moco, podendo ser convertido em
Bis-MGD (pela proteina MobA), em MCD (pela proteina MocA) ou utilizado directamente como
cofactor (pela proteina YedY) [22]. O bloqueio da expresséo da proteina MobA e a existéncia de uma
Unica proteina de E. coli capaz de usar o Moco directamente como cofactor, a YedY, aumenta o grau
de disponibilidade dos precursores envolvidos na sintese do cofactor da proteina PaoABC, o MCD
[25], [48], [82].

Os procedimentos de biologia molecular, para a obtencdo dos clones com o operédo paoABCD,
foram realizados pela Doutora Meina Neumann [48]. O plasmideo desenvolvido, pMN100 (pTrcHis-
paocABCD), permite a expressao da proteina com uma cauda de seis histidinas (cauda-Hisg) no N-
terminal da subunidade A.

Estudos anteriores realizados por Meina Neumann et al. [48] demonstraram que a auséncia da
proteina PaoD durante a expressédo da PaoABC leva a inactividade do complexo ABC e a uma rapida
degradagdo da subunidade C (subunidade que contém o Moco). Assim, a sua estabilidade e a
insercdo do cofactor MCD na subunidade C esta dependente de chaperona PaoD, fazendo todo o
sentido a clonagem do operdo contendo os quatro genes, paocABCD [48], [51]. A expressao foi
induzida através da adi¢do de 100 uM de IPTG, uma vez que operdo em causa se encontra sob a
regulacéo do operéo lac.

O primeiro passo de purificagdo consistiu numa cromatografia de afinidade, com a passagem
do produto de expressédo (apds lise e centrifugacdo) numa coluna com resina Ni-NTA. Esta exibe
uma alta afinidade e selectividade para proteinas de fusdo com cauda de histidinas. Para confirmar o
sucesso da purificacdo, recorreu-se a uma SDS-PAGE das vérias fraccdes (de 1 mL) recolhidas
(Figura 4.1). Pela analise do gel resultante (Figura 4.1) foi possivel confirmar a presenca da PacABC
pela existéncia de bandas a 78,1 kDa (subunidade C — MCD), 33,9 kDa (subunidade B — FAD) e 21,0

kDa (subunidade A — FeS). Para além das referidas bandas, verifica-se a presenca de outras
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proteinas de tamanhos variaveis, indicando que a proteina sobre-expressa ndo se encontra pura.
Considerando que é necessaria a obtencdo da PaoABC com elevado grau de pureza para a
realizacdo dos ensaios de cristalizacéo, realizou-se um segundo passo de purificacdo. As frac¢cBes
obtidas do passo anterior foram dialisadas durante 16 horas contra 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) e 1 mM

EDTA, néo se tendo registado qualquer precipitacao.
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116,0 w—
66,2 - D - - —— < Su?$g|sgg;3c
450 W—-
35,0 —
“ &— Subunidade B
(34 kDa)
250 .
= Subunidade A
18,4 (21 kDa)
14,4 N

Figura 4.1. SDS-PAGE a 12,5% com as frac¢bes resultantes do primeiro passo de purificacdo da
PaoABC com a coluna de Ni-NTA. 1 - Marcador de pesos moleculares Protein Marker US7 (GeneON); 2 a
12 - FracgBes de 1 mL resultantes da eluicdo competitiva com 250 mM de imidazol, sendo a ordem no gel (da
esquerda para a direita) a ordem de eluigcdo das fracgdes.

De forma a determinar a melhor estratégia para finalizar o processo de purificacéo,
determinou-se 0 ponto isoeléctrico tedrico da proteina, com recurso a ferramenta bioinformatica
Compute pl/Mw do portal Expasy [83], sendo este igual a 6,18. Assim, quando a proteina se encontra
no tampdo 50 mM Tris-HClI (pH 7,5 e 1 mM EDTA, apresenta-se desprotonada e,
consequentemente, com carga negativa. Desta forma, optou-se por uma cromatografia de troca
anidnica, uma vez que a injeccdo da amostra huma matriz carregada positivamente (Q-Sepharose),
leva & retencdo da proteina por interac¢des electrostaticas. Neste sentido, a proteina foi eluida
através de um gradiente de for¢a iénica de 0 - 500 mM de NaCl, utilizando o tampéo B: 50 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 1M NaCl e 1 mM EDTA.

Pela analise do cromatograma apresentado na Figura 4.2 verificou-se a existéncia de dois
picos aos 35 e 40 minutos de eluicdo (27% e 30% do tampéo B), correspondendo a uma
concentracdo de NaCl entre 270 e 300 mM, aproximadamente.

A SDS-PAGE realizada para as frac¢des correspondentes aos picos observados (frac¢des 31
a 43 do cromatograma) confirmou a presenca da proteina PaoABC. Apesar de ainda ser possivel
identificar outras proteinas em solugcdo considerdamos que a pureza atingida era suficiente para
prosseguir os estudos desejados (Figura 4.3), ndo tendo sido executados novos passos de
purificacdo. Estudos anteriores realizados por Meina Neumann demonstraram que a PaoABC se

encontra na sua forma activa para as frac¢6es relativas a ambos os picos.
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Figura 4.2. Cromatografia de troca ionica correspondente ao segundo passo de purificacdo da
PaoABC utilizando uma coluna Q-Sepharose. No cromatograma séo visiveis dois picos que correspondem
a proteina de interesse (aproximadamente, a 270 e 300 mM de NaCl). A eluigdo ocorreu durante o gradiente de
forga idnica utilizando um tampao B de 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 M de NaCl e 1 mM EDTA.
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Figura 4.3. SDS-PAGE a 12,5% com as frac¢des resultantes do segundo passo de purificacdo da
PaoABC com cromatografia de troca idnica em coluna Q-Sepharose. 1 - Marcador de pesos moleculares
Protein Marker US7 (GeneON); 2 a 14 - Frac¢des de 3 mL resultantes do aumento da forga iénica, sendo a
ordem no gel (da esquerda para a direita) a ordem de eluigdo das frac¢bes (de 31 a 43 no cromatograma).

A PaoABC foi entdo concentrada para 40 mg/mL (num tubo Vivaspin 2), tendo sido esta
determinada através da Lei Lambert-Beer, com o valor da absorvancia (A) a 445 nm, o coeficiente de

extincdo molar (45) de 23 686 M™*.cm™ e percurso 6ptico (b) de 1 cm. O coeficiente de extingéo
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molar, &, foi determinado com base no contetdo de FAD da PaoABC, depois da precipitagdo com
acido tricloroacético [48], [84].

Em concluséo, os procedimentos aplicados para a sobre-expresséo e purificacdo permitiram a
obtencdo de proteina PaoABC relativamente pura com elevada concentracdo, possibilitando a

progresséo do trabalho experimental para a etapa seguinte — 0s ensaios de cristalizacéo.

4.1.2. Cristalografia de Raios X

4.1.2.1. Ensaios de cristalizacéo e experiéncias de difrac¢éo

A primeira abordagem consistiu no teste de inUmeras solugfes precipitantes, para diferentes
concentracdes de proteina e proporgfes da gota (proteina + solugdo precipitante), em caixas de 24
pocos e pelo método de difusdo de vapor em gota suspensa. Entre os screens comerciais testados
encontravam-se o PEG/lon 4K, PEG/lon 8K, JBScreen 1 a 10 e o screen de 80 condi¢bes adaptado
de Jancarik et al. [77] (ver Tabela 7.2 em Anexos).

A inspecc¢édo das gotas apds 48 a 72 horas revelou o crescimento de cristais de PaoABC, em
forma de placas, para a solugdo precipitante: 0,2 M iodeto de amoénio e 20% PEG 4K (do screen
PEG/Ion 4K); quando utilizada uma concentragéo de proteina inicial de 20 mg/mL, gotas de 2 pL (1
pL de proteina e 1 pL de solugdo precipitante) e temperatura de 20 °C (Figura 4.4). Neste caso, ndo
se coloca a duvida entre cristais de sal e proteina, uma vez que os Ultimos apresentam cor castanha,

devido a existéncia de dois centros [2Fe-2S] na subunidade A da PacABC.

0.2 mm

]

Figura 4.4. Cristais de PaoABC obtidos a 20 °C. Cristais obtidos para ensaios de gota suspensa e solugéo
precipitante 0,2 M iodeto de amdnio e 20% PEG 4K.

Note-se que aquando da realizagcdo dos ensaios de cristalizagdo para a solugéo precipitante
mencionada, verificou-se a formacédo de precipitado branco e amorfo (visivel na Figura 4.4), surgindo
cristais de PaoABC entre 48 a 72 horas depois.
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Repetindo as mesmas condi¢des de cristalizacdo em varias gotas foi possivel o crescimento
de cristais Unicos e de maiores dimensdes que permitiu a evolugdo do trabalho experimental. Foram
realizados ensaios de optimizacdo variando a concentracdo de proteina e agente precipitante na
gota, mas os resultados ndo foram os pretendidos. Neste sentido, adicionou-se as gotas com cristais
uma solucéo estabilizante, harvesting buffer, e aguardou-se 1-3 minutos. Esta solu¢do possui a
mesma composicdo da solugdo precipitante, mas com uma maior concentracdo do agente
precipitante (neste caso 22% de PEG 4K), tendo como objectivo evitar que o cristal se dissolva
durante a manipulagéo.

Os cristais, antes de serem congelados em azoto liquido, foram transferidos para uma
solugéo crio-protectora (adicdo de 30 % de glicerol & solucédo estabilizante), de forma a prevenir a
formagdo de gelo dentro do cristal. Este procedimento promove uma boa recolha de dados a
temperaturas criogénicas, ca 100K, ja que evita a formacao de anéis de gelo no padrao de difraccao.

Para a primeira experiéncia de difraccéo, recorreu-se a radiacdo de sincrotrdo na linha ID14-
1 (ESRF - Grenoble, Francga), onde o cristal de PaoABC difractou a 1,67 A (com comprimento de
onda fixo de 0,934 A) - Figura 4.5.

Figura 4.5. Padrdo de difraccdo para o cristal de PaoABC obtido a 20 °C. A experiéncia de
difracgéo foi efectuada na linha de radiac¢éo de sincrotréo ID14-1 (ESRF - Grenoble, Franga), e o conjunto
de dados recolhido tem uma resolugdo maxima de 1,67 A.

As imagens obtidas foram indexadas recorrendo-se ao programa Mosflm [85], de forma a

determinar os indices de Miller hkl, as intensidades (l.q) € respectivos erros associados (Oy). Foi
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igualmente possivel caracterizar a célula unitaria através da determinacdo das constantes a, b, c e
dos angulos a, 5, y. Assim, as constantes da célula para o cristal medido sdo: a=109,47, b=78,12,
c=151,72 A e a=90,0°, B=100,16°, y=90,0°. Atendendo a que a# b# ¢ e a=y=90°#B, pode afirmar-se
gue o cristal pertence ao sistema cristalino Monaoclinico.

Através da analise das intensidades das reflexdes, o programa Pointless [86], presente na
base de programas cristalograficos CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4 [87]),
determina qual o grupo espacial mais provavel. Verificou-se assim que o cristal de PaoABC medido
pertencia ao grupo espacial C2 (N° 5 da Tabela Internacional de Cristalografia [88]), com uma
probabilidade de 94%.

Durante a experiéncia de difrac¢do o cristal pode ser danificado, levando a uma variacéo nas
intensidades das reflexdes. Desta forma, torna-se necessario escalar os dados, uma vez que néo é
possivel comparar intensidades que ndo se encontrem na mesma escala. Neste sentido, recorreu-se
ao programa Scala [89] (presente na base de programas cristalograficos CCP4), utilizando o ficheiro
mtz proveniente do iMosflm. Este programa fornece uma andlise estatistica que permitem avaliar a
gualidade dos dados recolhidos (ver Tabela 4.2), nomeadamente se estamos na presenc¢a de dados
twinned.

O modelo matematico L test for twinning foi desenvolvido por Padilla e Yeates, podendo ser
aplicado com recurso a opgdo CTruncate [90-92]. Consiste numa analise alternada de estatisticas de
intensidade (l), examinando diferenc¢as locais entre pares de reflexdes. A razdo entre a diferenca de
duas intensidades e a soma dessas mesmas intensidades origina um valor adimensional, L, definido
pela equacao (1), onde h; e h, sdo duas reflexdes ndo relacionadas, mas proximas no espaco

reciproco.

_ I(hy) — I(hy)
"~ I(hy) + I(hy) Equago (1)

A aplicacdo deste modelo matemaético gera um grafico que relaciona os valores |L| (valores
normalizados) com a distribuicdo teérica cumulativa, N(|L|) - Figura 4.6. Pela sua analise, é possivel
observar a sobreposicdo da curva dos dados experimentais (linha e pontos vermelhos) com a curva
tedrica com base no modelo para dados twinned (linha e pontos verdes). O valor Lggisic de 0,379
para os resultados experimentais encontra-se proximo do valor tedrico para perfect twinned de 0,375.

O L test indica que estamos na presenca de dados twinned bem como os valores do momento
de E para k=1, 3 e 4, obtidos pela mesma ferramenta do CCP4 (Tabela 4.1). Verificou-se um claro
desvio entre os valores tedricos expectaveis para <|E|>, <|E|3> e <|E|4> e os obtidos para os dados

experimentais.
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Figura 4.6. Representagdo gréfica da fungdo de distribuicdo cumulativa de |L| obtido no programa
Scala do CCP4 para o cristal de PaoABC crescido a 20 °C. O eixo das ordenadas corresponde aos
valores |L| e o eixo das abcissas aos valores de N(|L|) resultantes da aplicagdo do modelo matematico aos
dados experimentais. A vermelho observam-se os valores para os dados experimentais, a azul do modelo
tedrico para dados untwinned e a verde para dados twinned.

Tabela 4.1. Valores para o Momento de E para o cristal de PaoABC obtido a 20 °C. Valores tedricos e
reais calculados pelo programa Scala do CCP4.

Momento de E para Valor médio teorico o o
Valor médio teorico o ]
k=1,3,4 para dados ] Valor médio obtido
para dados twinned

(dados acéntricos) untwinned
<|E|> 0,886 0,940 0,936
<|E]>> 1,329 1,175 1,195
<|E[*> 2 1,5 1,572

Tendo em conta a distribuic@o tedrica cumulativa (L test) e os valores para o0 momento de E,
concluimos que estdvamos efectivamente na presenga de dados twinned.

A primeira abordagem para contornar este problema consistiu na realizacdo de novos ensaios
de cristalizacdo. Optamos pela alteracdo da temperatura de cristalizagdo de 20 ‘C para 4 °C,
mantendo as restantes variaveis constantes: PaoABC a 20 mg/mL e gotas de 2 pL (1 pL de proteina
e 1 pL da solugdo 0,2 M iodeto de amonio e 20% PEG 4K). A alteracdo da temperatura de
cristalizacdo influencia a nucleacdo e o crescimento cristalino, através da manipulacdo da
solubilidade e sobressaturacdo da proteina [93]. O facto da cinética de crescimento cristalino ser
mais lenta, pode promover a ordem e evitar a formacdo de um cristal twinned.

Para as condi¢cbes descritas, surgiram cristais 96 horas depois, devendo-se o aumento do
tempo de crescimento (quando comparado com o crescimento a 20 °C) a uma diminuicdo da

velocidade de evaporacéo da agua da gota para o pogo. Estes cristais apresentavam uma morfologia
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semelhante a obtida nas condicGes anteriormente descritas, em forma de placa e rodeados de
precipitado branco e amorfo (Figura 4.7). Depois de estabilizados com harvesting buffer, os cristais

foram congelados em azoto liquido na presenca de 30 % glicerol.

Figura 4.7. Cristais de PaoABC obtidos a 4 "C. Cristais obtidos para ensaios de gota suspensa e solugéo
precipitante 0,2 M iodeto de aménio e 20% PEG 4K.

Recorreu-se a radiagdo de sincrotrdo da linha X06DA — PXIIl (SLS - Villigen, Suica),
recolhendo-se um conjunto de 720 imagens a 1,87 A (a comprimento de onda de onda fixo de
0,97642 A) — Figura 4.8.

Figura 4.8. Padrdo de difraccdo para o cristal de PaoABC obtido a 4°C. A experiéncia de difracgao foi
efectuada na linha de radiagdo de sincrotrdo X06DA — PXIIl (SLS - Villigen, Suica), e o conjunto de dados
recolhido tem uma resolugéo maxima de 1,87 A.
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A primeira ddvida que se colocou era se estariamos novamente na presenca de dados
twinned. A inspeccao visual do padrdo de difraccdo (Figura 4.8) evidenciava que ndo uma vez que
qguando comparado com o anterior (ver Figura 4.5), verificava-se uma diminuicdo do numero de
reflexfes. No entanto esta andlise € pouco objectiva e os testes anteriormente descritos foram
efectuados.

Assim procedeu-se a indexacao das imagens, utilizando o programa Mosflm. O cristal medido
apresentava umas constantes da célula semelhantes ao anterior, pertencendo ao mesmo grupo
espacial, C2: a=109,42, b=78,08, c=151,77 e =99,77°. Recorreu-se ao programa Scala (do CCP4)
de forma a escalar e avaliar a qualidade dos dados. Na Tabela 4.2 encontram-se alguns parametros
estatisticos Uteis para proceder a essa avaliacao.

Os dados recolhidos para o cristal de PaoABC obtido a 4 ‘C eram untwinned. Pela andlise da
Figura 4.9 verifica-se uma aproximacdo da curva dos dados experimentais a curva tedrica para
untwinned, quando comparados com os obtidos anteriormente (Figura 4.6). Consequentemente, o

valor de Lgaisiic de 0,455 aproximou-se do valor teérico para dados untwinned (0,5).

Tabela 4.2. Estatisticas de qualidade dos dados de difraccdo e coeficiente de Matthews para o cristal
de PaoABC obtido a 20 e 4 °C. Os valores entre parénteses correspondem a camada externa de resolucéo.

Sa S M — Tl Zhy 1_ 1)”2 I ey — Ty _ Volume da célula unitaria
Rmerge = —5 W 100 Rpim = SN = "Massa da célula unitéria
Multiplicidade = — merototal de reflextes Contetdo de solvente — 1 — 2>
Numero total de reflexdes Ginicas Vi
Paréametros Cristal twinned (20 °C) Cristal untwinned (4 °C)
Resolucéo (A) 30,88-1,67 (1,76-1,67) 41,20-1,87 (1,97-1,87)
<liol> 12,8 (5,9) 11,0 (3,3)
Rmerge (%0) 6,1 (16,8) 7,1(34,9)
Rpim (%) 3,9 (11,1) 4,8 (23,9)
Multiplicidade 3,0 (3,0) 2,9 (2,7)
Numero total de reflexdes 379108 (50315) 293087 (35970)
Numero total de reflex8es Unicas 124566 (16919) 100201 (13106)
Completeness 85,2 (79,7) 96,3 (87,2)
Mosaicidade média 0,79 0,64
Numero de moléculas na . .
unidade assimétrica
Coeficiente de Matthews
(A%Dalton) 27 273
Conteudo de solvente (%) 48,05 48,05
Grupo espacial c2 c2
Constantes da célula (A) a=151,72, b=78,12, c=151,72 a=109,42, b=78,08, c=151,77
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Figura 4.9. Representacdo gréafica da funcdo de distribuicdo cumulativa de |L| obtido no programa
Scala do CCP4 para o cristal de PaoABC obtido a 4 °C. O eixo das ordenadas corresponde aos valores
IL|] e o eixo das abcissas aos valores de N(|L|) resultantes da aplicagdo do modelo matemético aos dados
experimentais. A vermelho observam-se os valores para os dados experimentais, a azul do modelo tedrico
para dados untwinned e a verde para dados twinned.

Para a analise da Tabela 4.2, um dos primeiros parametros a ter em consideragéo é o valor
da razéo entre as intensidades e o erro (ou ruido) associado, <l/cl>. Neste caso, as intensidades sao
11 vezes maiores que o erro (<l/ol> de 11,0) sendo um bom indicador da qualidade dos dados.
Mesmo para a camada externa de resolugéo (1,97-1,87 A) este valor continua a ser aceitavel, sendo
o valor das intensidades 3 vezes superiores ao erro associado, indicando a viabilidade dos dados
mesma a alta resolucéo.

Seguindo a analise dos parametros, temos 0 Rpege. Este valor € uma medida da
concordancia entre varias medi¢cdes das mesmas reflexdes, devendo encontrar-se entre 0s 5 e 0s
10%. Para o cristal de PaoABC medido esse valor é de 7,1%, encontrando-se dentro do intervalo
esperado. Relacionado com o pardmetro anterior esta o Rim. Este expressa a preciséo da média das
intensidades, apresentando um valor de 4,8% para os dados experimentais.

O valor de completeness compara a percentagem de reflexdes medidas com o nimero total
de reflexdes possiveis para uma dada resolugdo, devendo encontrar-se perto dos 100%. Neste caso,
os dados globais apresentam um valor de 96,3%, verificando-se um decréscimo toleravel (87,2 %)
para os dados da camada externa de resolucéo.

A mosaicidade corresponde ao grau de desordem entre varias células unitarias no cristal.
Valores baixos indicam cristais ordenados e, consequentemente, melhor difrac¢cdo. Assim, a
mosaicidade média do cristal medido foi de 0,64, que aleada aos outros pardmetros referidos,
permite ter confian¢a nos dados de difraccao recolhidos.

A determinagéo o conteddo de solvente do cristal (a ser (til na fase seguinte), baseia-se no
Coeficiente de Matthews ou Volume de Matthews (Vy). Este é definido através do racio entre o
volume e a massa da célula unitaria, estando directamente relacionado com o volume de solvente no
cristal. Geralmente, apresenta um valor médio de 2,5 A%Dalton (com um intervalo entre 1,5 e 6
A®Dalton) [65] encontrando-se, por isso, o valor obtido para o conjunto de dados recolhido (2,7
A®Dalton) dentro do esperado. Daqui resultou um contetido de solvente de 48 %, igualmente dentro

dos valores esperados (27 - 78%) e apenas uma molécula na unidade assimétrica.
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Em suma, a andlise dos parametros anteriores permitiu concluir que estamos na presenca de
um conjunto de dados de elevada qualidade untwinned, possibilitando a passagem para a fase

seguinte: resolugcdo da estrutura.

4.1.2.2. Resolucéo e refinamento da estrutura

Com a determinagéo das intensidades das reflexdes e a analise de parametros que permitiam
avaliar a qualidade dos dados, prosseguiu-se para uma nova etapa — a resolucéo da estrutura do
heterotrimero PaocABC.

Através do quadrado das intensidades medidas foi possivel determinar os Factores de
Estrutura |Fnq|. Contudo, devido a limitacdo da técnica, nao foi possivel determinar o angulo da fase
das ondas difractadas, ag. Assim, foi necessario definir qual seria a melhor estratégia de contornar o
Problema da Fase, de forma a tornar possivel o calculo do mapa de densidade electrénica. Devido a
existéncia de proteinas homoélogas cuja estrutura foi resolvida por cristalografia de raios X, optou-se
pelo Método de Substituicdo Molecular. Como este método pode originar model bias, uma alternativa
seria a utilizacdo da Dispersdo Anémala Multipla, uma vez que esta proteina contém cofactores.

Para a escolha dos modelos recorreu-se a base de dados online PDB (Protein Data Bank),
fazendo a pesquisa com base na sequéncia de aminoacidos. Como se trata de uma proteina com
trés subunidades distintas, optou-se por realizar a pesquisa para cada uma isoladamente
(subunidade A, subunidade B e subunidade C), baseando-nos na similaridade entre sequéncias e
conservacgao dos cofactores (centros Ferro-Enxofre, FAD e Moco).

Utilizando a sequéncia de aminoacidos da subunidade A (com 229 residuos), verificou-se a
existéncia de trés proteinas multiméricas com graus de similaridade entre 20 e 40 %. Para a posterior
resolugdo da estrutura desta subunidade admitiram-se como modelos: a subunidade C da proteina 4-
hidroxibenzoil-CoA redutase de Thauera aromatica (c4digo 1RM6 do PDB [94]) e as subunidades A
da quinolina 2-oxidoredutase de Pseudomonas Putida 86 (cddigo 1T3Q do PDB [95]) e da mondxido
de carbono desidrogenase de Hydrogenophaga pseudoflava (c6digo 1FFU do PDB [96]) — ver Tabela
4.3. A escolha de trés modelos (ou quatro para a PaoC) para a aplicacdo do método de Substituicdo
Molecular, prende-se com a auséncia de um Unico modelo com elevada percentagem de similaridade
para a PaoABC.

Utilizando a ferramenta ClustalW2 (do portal EMBL-EBI) realizou-se o alinhamento da
sequéncia da PaoABC com as sequéncias de aminoacidos das subunidades modelo. Os trés
alinhamentos resultantes foram utilizados como base para o programa Chainsaw (do CCP4). Ao
utilizar o ficheiro de alinhamento, esta ferramenta altera o ficheiro pdb dos modelos (sem cofactores),
removendo atomos das cadeias laterais dos aminoacidos ndo-conservados e alterando o nome dos

residuos, de forma a tornar a sequéncia compativel com a sequéncia da subunidade fornecida.
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Tabela 4.3. Informacéo relativa aos modelos utilizados para a resolucéo da estrutura da PaoABC.

Modelos Codigodo Subunidade Numero de Similaridade
Proteina PDB de interesse residuos (%)

1RM6 C 161 41

Subunidade A
) 1T3Q A 168 40

(229 residuos)
1FFU A 163 40
1RM6 B 324 34

Subunidade B
. 1FFV C 287 33

(318 residuos)
1FFU C 287 33
1T3Q B 788 28
Subunidade C 1RME A 769 26
(732 residuos) 3EUB C 762 26
3SR6 C 745 26

Os novos ficheiros pdb originados pelo Chainsaw [97] possuem a sequéncia da PacABC, com
algumas falhas, mas as coordenadas atémicas (x,y,z) originais dos modelos. Assim, utilizando a
ferramenta Secondary-structure matching Superposition (do programa COOT - Crystallographic
Object-Oriented Toolkit [98]) procedeu-se a sobreposicdo dos modelos no espaco tridimensional,
originando um ficheiro pdb com novas coordenadas atémicas onde todos os modelos se encontram
sobrepostos.

De seguida, recorremos ao programa Phaser — Molecular Replacement (do CCP4) [99] de
forma a determinar as fases e resolver a estrutura. Este programa, através de opera¢des de rotacao
e de translacdo, orienta e posiciona (respectivamente) a estrutura alvo na unidade assimétrica. Neste
caso, utilizaram-se os ficheiros pdb resultantes do Superimposed e o ficheiro mtz proveniente do
Scala para os dados experimentais. Com os dados fornecidos, o Phaser encontrou uma solug¢éo para
a subunidade A, sendo nesta fase importante avaliar algumas estatisticas resultantes das operacdes
de rotacdo e translacédo realizadas pelo programa, como o LLG (Log Likelihood Gain) e o Z-score.

O LLG indica o numero de vezes que a solugdo encontrada é melhor quando comparada com
uma solucado aleatéria. Deve ser positivo para ambas as operacgfes, caso contrario o modelo obtido
ndo deve ser considerado.

O Z-score é o valor de desvio-padrdo da solugao encontrada face a média. Para que a solugao
encontrada seja considerada correcta, o valor de Z-score para a fungéo de rotacdo deve ser maior
gue 5 e para a funcéo de translagdo maior que 8.

A andlise dos resultados obtidos para a funcéo de rotacdo (LLG de 23,3 e 0 Z-score 5,3) e

translacdo (LLG de 110,0 e o Z-score 14,3), permitiu concluir que a solucdo encontrada para a
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subunidade A era satisfatdria. Neste sentido, é possivel afirmar que a estrutura da subunidade A do
complexo PaoABC foi resolvida.

Através do programa Phaser obtivemos um ficheiro mtz, contendo as fases e os factores de
estrutura, um ficheiro xxx.pdb com as coordenadas atémicas da subunidade e um ficheiro xxx.sol
contendo a solug&o encontrada.

O procedimento detalhadamente descrito para a resolucdo da estrutura da subunidade A, foi
repetido para as subunidades C e B. Especificamente, para a subunidade C utilizaram-se como
modelos: a subunidade A da proteina 4-hidroxibenzoil-CoA redutase de Thauera aromatica (cédigo
1RM6 do PDB), a subunidade B da proteina quinolina 2-oxidoredutase de Pseudomonas Putida 86
(cédigo 1T3Q do PDB) e as subunidades C da xantina oxidase de Bos taurus (c6digo 3EUB do PDB
[100]) e da xantina oxidase reduzida de Bos taurus (codigo 3SR6 do PDB [101]) — ver Tabela 4.3.

Contudo, aquando da determinacéo das fases utilizando o Phaser, para além dos ficheiros pdb
gerados pela sobreposicdo dos 4 modelos descritos, utilizdmos também a solugdo encontrada
previamente para a solucéo.

Através da analise das estatisticas LLG e Z-score para as operacbes de rotacdo (LLG de
126,9 e Z-score de 10,7) e translacdo (LLG de 395,4 e Z-score de 16,1), concluimos que foi
encontrada uma solugéo e assim afirmar que encontrdmos a posicdo da subunidade C do complexo
PaoABC).

Por fim, para a subunidade B utilizaram-se como modelos: a subunidade B da proteina 4-
hidroxibenzoil-CoA redutase de Thauera aromatica (cédigo 1RM6 do PDB) e as subunidades C da
mondxido de carbono desidrogenase de Hydrogenophaga pseudoflava (c6digo 1FFU e 1FFV [96] do
PDB).

Seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente. O programa forneceu uma solucao
para subunidade B, com os respectivos valores de LLG e Z-score para as operacdes de rotacdo
(LLG= 378,0 e Z-score= 4,1) e translagdo (LLG= 573,0 e Z-score= 15,2). Pela andlise dos valores
verificou-se que a solugcdo encontrada pelo programa estava correcta, tendo-se assim resolvido a
estrutura da subunidade B e, consequentemente, de todo o complexo. Uma solugdo de molecular
replacement so é valida se nao existir um nimero elevado de atomos sobrepostos (clashes). O valor
final obtido para este parametro foi de 12 clashes, o que é bastante aceitavel tratando-se de uma
estrutura com 1279 residuos. Estes 12 atomos encontram-se em locais errados e muito
provavelmente referem-se a zonas em que estrutura da proteina difere da dos modelos. A inspeccao
visual do modelo e da densidade electronica, bem como alguns ciclos de refinamento poderao
resolver este problema faciimente.

De forma a melhorar as fases da estrutura obtida recorreu-se ao programa Density
Modification — DM [102] (do CCP4). Para tal necessitamos de fornecer ao programa o ficheiro mtz
(gerado pelo Phaser contendo os dados para a PaoABC) e o contetido de solvente do cristal (48,1%
- ver Tabela 4.2.). Este programa melhora as actuais fases do modelo através da reducgéo ruido
associado as regides de solventes desordenadas, destacando assim a proteina na célula unitaria.

Depois da resolucdo da estrutura e melhoramento das fases, o passo que se seguiu foi o

refinamento. Esta etapa consiste no ajuste do modelo a densidade electronica, minimizando a
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diferenca entre as amplitudes observadas (F.,s) € as calculadas com base nos modelos escolhidos
(Fear)-

Efectuaram-se os primeiros 10 ciclos de refinamento com restricdes através do programa
Refmac5 do CCP4 [103], utilizando o ficheiro mtz proveniente do DM e o ficheiro pdb resultante do
Ultimo Phaser. Daqui resultaram dois novos ficheiros mtz e pdb e uma série de parametros cruciais
para a avaliacdo do processo de refinamento (Tabela 4.4).

O ficheiro mtz permite calcular varios tipos de mapas de densidade electrénica, sendo os mais
comuns: 0 mapa 2Fqps-Fco € 0 mapa Fops-Fear-

O mapa de densidade electrénica Fops-Fca (9ca), designado por mapa de diferenca, resulta da
subtraccdo dos factores de estruturas resultantes dos dados experimentais e os baseados no
modelo. Neste tipo de mapa as regides presentes na estrutura, mas ndo incluidas nos modelos,
deveriam mostrar densidade positiva (geralmente representada a verde). No reverso, regifes
erradamente introduzidas no modelo, mas ausentes na estrutura desconhecida, deveriam mostrar
contornos negativos (densidade geralmente representada a vermelho), devendo ser retiradas ou o
seu factor de ocupacéo ajustado. Este mapa é de extrema utilidade de pois permite adicionar ou
remover atomos consoante se observa densidade positiva ou negativa, respectivamente.

No mapa 2F,ps-Fca, 0 peso dado ao modelo é menor. A menos que o0 modelo contenha erros
gravissimos, este mapa € positivo, permitindo que o modelo seja ajustado de acordo com os dados
experimentais.

Antes de continuar com o processo de refinamento era importante confirmar a existéncia de
densidade no mapa Fqps-Fcac para os cofactores da PaoABC (dois centros ferro-enxofre, FAD e MCD)
uma vez que estes nao foram incluidos na resolugéo da estrutura. Para tal, recorreu-se ao programa
Coot utilizando o mtz e pdb provenientes do Refmac5h, sendo o resultado visivel na Figura 4.10 — A, B
e C. Verifica-se a presenca de densidade positiva para ambos os centros ferro-enxofre presentes na
subunidade A, com destaque para os atomos de ferro (Figura 4.10 - A). Para o caso do cofactor
presente na subunidade B — 0 FAD — a densidade electrénica possui algumas falhas, o que, nesta
fase do refinamento, é aceitavel (Figura 4.10 - B). Por fim, existe também densidade positiva para o
MCD localizado na subunidade C, sendo evidente a existéncia de densidade para o atomo de
molibdénio e para os seus ligandos (Figura 4.10 — C).

Este facto € um bom indicador do sucesso da resolugdo da estrutura, uma vez que aos
ficheiros pdb dos modelos usados foram removidas as coordenadas atomicas dos cofactores. Assim
a densidade positiva observada provém exclusivamente dos dados experimentais e nado esta
afectada por qualquer model bias.

Depois da visualizacdo dos mapas referidos procedeu-se a um novo refinamento da estrutura
onde se incluiram as coordenadas atomicas dos cofactores. Recorrendo ao programa Refmac5 do
CCP4, executaram-se 10 novos ciclos de refinamento e obtiveram-se dois novos ficheiros (mtz e
pdb) e as respectivas estatisticas de refinamento (Tabela 4.4). Comparando os valores obtidos no
primeiro refinamento (sem cofactores) e o segundo (ja com os cofactores) verifica-se um decréscimo
do Factor R (de 0,4785 para 0,4573). Este valor estd longe do ideal (menor que 0,2), sendo

obviamente necessario prosseguir com o processo de refinamento.

54



Tabela 4.4. Estatisticas obtidas para o primeiro ciclo de refinamento estrutura da PaocABC.

Parametro Refinamento inicial  Refinamento actual
Factor R 0,4785 0,4573
Riree 0,4950 0,4787
RMSD para o angulo de ligagéo (°) 2,5951 1,9887
RMSD para o comprimento de ligagéo (A) 0,0624 0,0132

No ultimo ciclo de refinamento obteve-se um valor de Rj.. de 0,4787. Este é calculado,
considerando apenas 5% das reflexdes ndo contabilizadas para o processo de refinamento. A sua
diminuicdo, quando comparado com o valor inicial (0,4950), é também um bom indicador de um
ajuste razoavel do modelo aos dados experimentais.

Por fim deve-se avaliar os valores de RMSD. Este parametro indica quanto o modelo se
afasta dos parametros geométricos considerados tipicos. Para estruturas resolvidas a média/alta
resolucdo esperam-se valores RMSD para o comprimento de ligagéo de 0,02 A (aproximadamente) e
para os angulos de ligagdo menores que 4° (aproximadamente). Os valores encontrados para a
PaoABC néo sdo ainda significativos uma vez que o modelo se encontra no inicio do refinamento.

Na Figura 4.10 — C, D e E esta representado o mapa 2Fqs-Fcs onde é visivel um
melhoramento da densidade electronica na regido dos cofactores da PaocABC apds o segundo
refinamento. Contudo, ainda é necessério rever todas as cadeias da proteina e realizar novos ciclos
de refinamento. Esta etapa encontra-se ainda em processo de forma a melhorar as estatisticas

anteriormente obtidas e obter modelo ‘final’ da PaoABC.
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Figura 4.10. Vista dos cofactores com representacéo da densidade electrénica apds o primeiro
e 0 segundo refinamento. A verde encontra-se 0 mapa Fops-Fca calculado depois do primeiro ciclo de
refinamento, com contorno de 30 para os centros de ferro enxofre (A), FAD (B) e MCD (C). Para clareza da
imagem, 0 mapa 2Fqps-Fca N80 foi incluido. A azul encontra-se 0 mapa 2Fqs-Fca com contorno de 10 para
os centros de ferro enxofre (D), FAD (E) e MCD (F). Todas as imagens foram preparadas no programa
Pymol.
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4.1.3. Small angle X-ray scattering

A concepcao, medicdo e tratamento dos dados apresentados nesta sec¢ao resultaram de uma
colaboracdo com o Doutor Dmitri Svergun.

A técnica de SAXS pode ser aplicada a macromoléculas bioldgicas de diferentes pesos
moleculares e naturezas. No caso das proteinas, € uma ferramenta importante na analise
conformacional e na avaliacédo de alteracdes estruturais em solucdo. Esta técnica fornece um modelo
da estrutura da proteina a baixa resolucéo, que pode ser utilizado para completar os dados de alta
resolugdo obtidos por cristalografia de raios X, nomeadamente nas regides mais flexiveis da proteina
[104].

Para a realizacdo de SAXS é necessario garantir uma amostra monodispersa (acima dos
90%), de forma a evitar a dispersao da radiacao por outras componentes (contaminantes) que nédo a
proteina e o solvente. O Ultimo passo de purificacdo da PaoABC, através de uma cromatografia de
filtracdo em gel, e a filtracdo das amostras instantes antes da realizacdo da experiéncia de SAXS,
permitem a obtencéo de uma amostra monodispersa e minimizam a presenca de agregados.

O dltimo par&dmetro a ter em consideracdo antes de iniciar a recolha de dados é a
concentracdo das amostras a ser medidas. Esta deve ser muito precisa, uma vez que os dados
obtidos para as diferentes concentracdes (20, 10 e 2 mg/mL) sao utilizados para normalizar os dados
de disperséao.

Foram recolhidos trés conjuntos de dados relativos as diferentes concentracdes de PacABC,
a um comprimento de onda fixo de 0,15 nm, utilizando radiagc&o de sincrotrdo (linha X33 — DESY,
Hamburgo). Optou-se por realizar as medigdes da 10 °C e ndo a temperatura ambiente de forma a
evitar a formacéo de agregados proteicos durante a experiéncia. O registo da dispersdo dos raios X
para as diferentes solu¢des de PaoABC foram intercalados com a medicdo da dispersao do tampéo
em que a proteina se encontrava (50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 250 mM NaCl e 1mM EDTA). O
tratamento dos dados consistiu na subtraccéo da dispersdo registada para a solucdo de proteina e
da dispersdo do tampdao, de forma a obter a dispersdo da proteina isolada. Esta vai permitir a
determinacéo do modelo.

O tratamento matematico foi realizado pelo Doutor Dmitri Svergun (com recurso ao programa
DAMMIN [105]), resultando o modelo ab initio (representado na Figura 4.11) que permite visualizar a
forma da PaoABC em solucdo. Para comprovar a sua veracidade, efectuou-se a sobreposi¢do dos
dados obtidos com os dados de alta resolucdo de uma proteina homéloga a PaoABC, a 4-
hidroxibenzoil-CoA redutase de Thauera aromatica, cuja estrutura também foi utilizada para a
resolucdo da estrutura da PaoABC por cristalografia de raios X.

O ajuste do modelo de SAXS da PaoABC com o modelo cristalografico da proteina homdloga
€ razoavel, porém com alguns desvios. O modelo da PaoABC em solugcdo € mais alongado que o
modelo cristalografico da 4-hidroxibenzoil-CoA redutase. Este facto pode estar relacionado com os
movimentos das diferentes subunidades em solu¢cdo, mas também com a estrutura quaternéaria
adoptada pela proteina. E de relembrar que a PaoABC esta organizada como um heterotrimero

(axB) e ndo como um heterodimero (a32¢p2) como os restantes membros da familia.
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O préximo passo sera a sobreposicdo da estrutura cristalografica da PaoABC ja refinada com
0 modelo de SAXS. Este passo permitird comparar a estrutura da enzima no estado cristalino e em

solugéo e analisar em detalhe eventuais diferencas.

Figura 4.11. Sobreposicado do modelo ab initio da PaoABC com um modelo de alta resolucdo da 4-
hidroxibenzoil-CoA redutase resolvido por cristalografia de raios X. O modelo da PaoABC encontra-se
representado por esferas e o modelo cristalografico em cartoon para trés das subunidades. A imagem foi
preparada no programa Pymol.

4.2. Estudos com PaoD

A PaoD é uma proteina de E. coli, responséavel pela insercdo do MCD sulfurado no complexo
PaoABC. A resolugdo da sua estrutura tridimensional por cristalografia de raios X constitui um passo
importante na compreensao do seu mecanismo de ac¢do e representard a primeira estrutura de uma

chaperona da familia da XdhC.

4.2.1. Sobre-expresséo em Escherichia coli e purificacdo da PaoD
O presente estudo, teve como principal objectivo a obtencdo de PaoD para a realizacdo de
diversos ensaios, nomeadamente de cristalizacéo.
Os procedimentos de biologia molecular, para a obtencdo dos clones contendo o gene paoD,
foram realizados pela Doutora Meina Neumann e Viola Schwuchow (Institute of Biochemistry and

Biology, University of Potsdam, Germany) [56].
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O plasmideo utilizado na sobre-expressdo (pPMN87) resultou da inser¢gdo do fragmento paoD
no local de clonagem multipla (MCS) de pET28a, utilizando as enzimas de restricdo Ndel e Sall. A
transformacédo foi realizada em células de E. coli da estirpe BL21(DE3), comumente utilizada para
elevados niveis de producdo da proteina de interesse. Da construcdo do vector de expresséo
(PMN87), resulta a fusdo de uma cauda-Hiss no N-terminal da proteina de interesse, a PaoD,
permitindo a sua purificagdo por cromatografia de afinidade, com a passagem do produto de
expresséo (apos lise e centrifugacdo) numa coluna com resina Ni-TED.

A eluicdo competitiva da proteina ocorreu através da adicdo de tampédo fosfato (50 mM
NaH,PO, (pH 8,0) e 300 mM NaCl) contendo 250 mM de imidazol. A determinacédo da concentracao
deste agente, necessdria para a purificacdo, resultou de estudos de optimizacdo executados pela
Doutora Meina Neumann.

De forma a confirmar o sucesso das purificacdes realizadas para a PaoD, recorreu-se a uma
SDS-PAGE das fraccdes recolhidas (Figura 4.12.). Através da sua andlise foi possivel confirmar a
presenca da PaoD na maioria das fraccdes, pela existéncia de uma banda destacada a,
aproximadamente, 37 kDa. Este peso molecular corresponde a proteina de fusdo, uma vez que o tipo
de purificacdo escolhido n&o elimina a cauda de histidinas. Assim, ao peso molecular da PaoD, 34,8
kDa, tivemos de somar 2 kDa (aproximadamente) relativo a um pequeno péptido que contém, para

além das seis histidinas, a sequéncia de reconhecimento para a protease trombina.

ka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

75,0
63,0

48,0
Y &— Hisg-PaoD
35,0 . - (37 kDa)

25,0
20,0

17,0
11,0

Figura 4.12. SDS-PAGE a 12,5% com as fracc¢des resultantes da purificagdo da PaoD com a coluna
de NI-TED. 1 - Marcador de pesos moleculares NZYColour Protein Marker Il (Nzytech); 2 a 12 - FracgGes de 1
mL resultantes da eluicdo competitiva com 250 mM de imidazol, sendo a ordem no gel (da esquerda para a
direita) a ordem de eluigdo das fracgfes.

Apesar de serem visiveis no gel varias bandas relativas a proteinas contaminantes, nao se
consideraram necessarios novos passo de purificagdo. As fracgbes onde a proteina estava mais
concentrada foram dialisadas durante 16 horas contra diferentes tampd&es (ver composicao na Tabela
3.1 da seccédo 3.2.1), tendo-se registado sempre uma precipitacao residual da amostra.

Depois da referida alteracéo do tampéo, a concentracdo das diferentes amostras de PaoD foi

determinada através da Lei Lambert-Beer, com o valor da absorvancia registado a 280 nm, o
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coeficiente de extingdo molar (&g) de 33920 M™.cm™ e percurso dptico de 1 cm. O coeficiente de
extincdo molar foi determinado pela ferramenta bioinformatica ProtParam do portal Expasy [106],
com base na sequéncia de aminoacidos da proteina em questao.

As amostras obtidas de varias purificacdes realizadas foram armazenadas a - 80 °C com
concentracdes entre os 0,1 e os 2 mg/mL, antes de qualquer passo de concentracdo. Optou-se por
este procedimento, uma vez que, em testes anteriores, se registou a degradacdo e precipitacdo de
amostras com elevada concentracdo aquando do seu descongelamento.

Em suma, pelos métodos descritos obteve-se PaoD nativa que possibilitou o desenvolvimento
do trabalho.

4.2.2. Ensaios de cristalizacao e experiéncias de difraccéo

Ao longo das experiéncias realizadas com a PaoD sempre foi notéria a sua instabilidade,
principalmente durante o seu descongelamento e concentragdo. Assim, um dos principais objectivos
seria estabilizar e, posteriormente, cristalizar a proteina.

A primeira abordagem consistiu na utilizacdo de IL. Estes compostos sdo sais organicos
liguidos a temperatura ambiente, com elevada solubilidade e pressdo de vapor nula [107].
Publicacdes recentes reconheceram propriedades estabilizantes a IL que possuem o grupo imidazol
na sua composi¢do, nomeadamente ao nivel do folding e na prevencao da agregac¢do de proteinas
[108]. A estas somou-se 0 caso de sucesso na cristalizacdo da proteina NapAB (Nitrato redutase
periplasmatica) utilizando IL como aditivos na cristalizacdo [109], tal como descrito para outras
proteinas [110], [111].

Neste sentido, adicionaram-se diferentes IL ([C;mim]CIl ou [C,OHmMImM]PF¢) a concentracdes
finais de 0,2 ou 0,4 M antes de se iniciar o processo de descongelamento de forma a estabilizar a
proteina. Efectivamente, apds o descongelamento da amostra com os diferentes IL, verificou-se um
decréscimo da precipitac@o da proteina, tendo sido possivel concentra-la até 5 mg/mL.

Realizaram-se de seguida, os ensaios de cristalizacdo, testando diferentes screens (entre
outros, Jena Bioscience Screen Classic 1 a 10 e o screen de 80 condi¢des adaptado de Jancarik et
al. [77]) para gotas de 0,4 pL (0,2 uL proteina e 0,2 pL de solucdo precipitante). Note-se que a
proteina utilizada encontrava-se em tampao Tris (50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM NaCl e 1 mM
EDTA) e os ensaios foram realizados a 20 "C pelo método difusdo de vapor em gota assente.

Apéds dois meses registou-se 0 aparecimento de um cristal de PaoD (previamente incubada
com 0,4 M [Cymim]CI) com forma hexagonal para a condi¢do de cristalizacdo 2,2 M de sulfato de
amonia (do screen JBScreen Classic 6) - Figura 4.13. Depois de estabilizado com harvesting buffer
(2,4 M sulfato de amaénia), o cristal foi congelado em azoto liquido na presenca de uma solugéo crio-

protectora contendo 2,4 M de sulfato de aménia e 30 % glicerol.
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Figura 4.13. Cristal de PaoD previamente incubada com 0,4 M [C;mim]CI. Cristal obtido em ensaios de
gota assente a 20 °C e solugéo precipitante contendo 2,2 M de sulfato de amonio.

O cristal foi posteriormente analisado com recurso a linha de radiagdo de sincrotrdo 1D23-1
(ESRF — Grenoble, Franca), difractando a 3,39 A para um comprimento de onda de 0,975 A.

Seguindo a abordagem descrita anteriormente para os cristais de PaoABC, pretendeu-se
determinar os indices de Miller (hkl), as respectivas intensidades (I,g) € 0 erro associado (oy) para
todas as reflexGes (Figura 4.14). Para tal, recorreu-se ao programa Mosflm que, ap6s indexar as
imagens recolhidas, determinou o0s parametros caracteristicos da célula unitdria (constantes
a=b=144,44 A, c=240,48 A e a=p=90°, y=120"). Tendo em conta que a=b#c e a=B=90°, y=120",
verificou-se que o cristal pertencia ao sistema cristalino hexagonal. Através do programa Pointless do
CCP4 determinou-se como o grupo espacial mais provavel o P6,22 (N° 178 da Tabela Internacional
de Cristalografia [88]).

Figura 4.14. Padréo de difraccdo do cristal de PaoD previamente incubada com 0,4 M [C;mim]CI. A
experiéncia de difraccao foi efectuada na linha de radiagdo de sincrotréo ID23-1 (ESRF - Grenoble, Franga), e o
conjunto de dados recolhido tem uma resolucdo maxima de 3,39 A.
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De seguida, recorreu-se ao programa Scala (do CCP4), de forma a escalar os dados
recolhidos e a avaliar a sua qualidade a partir de uma série de pardmetros estatisticos (Tabela 4.5).
Pela andlise dos parametros presentes na Tabela 4.5, comprovou-se a qualidade dos dados
seguindo os critérios definidos anteriormente para os dados da PaoABC (ver sec¢do 4.1.2.1.). E de
notar que a presenca de 4 moléculas na unidade assimétrica pode indicar que existem dois dimeros
de PaoD na célula unitaria. Este resultado esta de acordo com os dados obtidos por cromatografia de
exclusdo molecular e thermofluor, descritos nas secc¢des 4.2.3, onde se propde que esta proteina

seja um dimero em solucao.

Tabela 4.5. Estatisticas de qualidade dos dados de difraccdo e coeficiente de Matthews para os
cristais de PaoD. Os valores entre parénteses correspondem a camada externa de resolucéo.

B Zh(N 1_ 1)U2 Yo ey — Iy | _ Volume da célula unitéria
pim — Ta 2 Iy M ™ Massa da célula unitéria
Multiplicidade = — 2 merototaldereflexdes .\ do de solvente = 1 — ~2>
Niumero total de reflexdes inicas Vi
Agente precipitante 2,2 M Sulfato amoénia 12% PEG 4K
Liquido i6nico (0,4 M) [Csmim]CI [C,OHMIM]PF¢
Resolug&o (A) 86,59 — 3,39 (5,57 —3,39) 79,34 -2,63 (2,77 — 2,63)
<l/ol> 14,5 (5,6) 12,4 (4,5)
Rpim (%) 4,0 (15,7) 3,9 (15,2)
Multiplicidade 13,5 (12,4) 6,1 (5,8)
Numero total de reflexdes 285511 (36291) 275420 (37536)
Numero total de reflex6es Unicas 21154 (2917) 45242 (6467)
Completeness 99,0 (96,8) 95,4 (94,8)
Mosaicidade média 0,77 1,12
Numero de moléculas na 4 4
unidade assimétrica
Coeficiente de Matthews
(A%/Dalton) 259 s
Conteudo de solvente (%) 52,51 55,92
Grupo espacial P6,22 P3:21
Constantes da célula (A) a=b=144,44, c=240,48 a=b=106,55, c=238,03

Né&o foi possivel prosseguir para a resolucdo da estrutura, uma vez que néo existem estruturas
de proteinas homoélogas, tornando impossivel a resolugdo do Problema da Fase por Substituicéo
Molecular (MR). Uma possibilidade é a sobre-expressdo da PaoD marcada com seleno-L-metioninas,

de forma a resolver o Problema da Fase por Dispersao Anémala Simples ou Mdltipla (SAD ou MAD).
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O efeito anémalo induz uma variacao na intensidade de difraccdo de alguns atomos que possibilita a
determinacéo das fases.

Numa tentativa de optimizar algumas condigbes promissoras obtidas com outros agentes
precipitantes testaram-se 48 aditivos (Additive Screen 1-2 da Hampton Research). Para isso,
realizaram-se novos ensaios de cristalizacdo em gotas de 2 pL (1 pL de proteina, 0,8 pL de solugdo
precipitante e 0,2 pL de aditivo), pelo método de difuséo de vapor - gota suspensa e a 20 °C.

Registou-se, ap6s um més, o aparecimento de um cristal para a condicdo de cristalizacédo
contendo: 12% de PEG 4K, 0,1M de Tris-HCI (pH 8,5) e 10 mM de L-cisteina (do screen JBScreen
Classic2) - Figura 4.15. A proteina utilizada encontrava-se em tampao Tris (50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
300 mM NaCl e 1 mM EDTA) e tinha sido previamente incubada com 0,4 M [C,OHmIm]PFs. A
utilizacdo do agente redutor L-cisteina revelou-se uma escolha acertada, uma vez que na gota

controlo (sem aditivo) ndo foram obtidos cristais.

Figura 4.15. Cristal de PaoD previamente incubada com 0,4 M [C,OHmMim]PFg. O cristal obtido a 20 °C
pelo método de gota suspensa. A solugdo precipitante contém 12% de PEG 4K, 0,1M de Tris-HCI (pH 8,5) e 10
mM de cisteina. A imagem foi captada momentos antes do cristal ser medido na linha de radiagdo de sincrotrdo
ID23-1 (ESRF — Grenoble, Franga).

Depois de estabilizado com harvesting buffer (14% de PEG 4K e 0,1M de Tris-HCl a pH 8,5), 0
cristal foi congelado em azoto liquido na presenca de uma solucao crio-protectora (adicdo de 30% de
glicerol ao harverting buffer). Foi posteriormente analisado por radiacdo de sincrotrdo a um
comprimento de onda de 0,977 A na linha ID23-1 (ESRF, Grenoble, Franca), difractando a uma
resolucdo maxima de 2,63 A (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Padrdo de difraccdo do cristal de PaoD previamente incubada com 0,4 M
[C,OHMIM]PFs. A experiéncia de difraccdo foi efectuada na linha de radiagdo de sincrotrdo 1D23-1 (ESRF -
Grenoble, Franca), e o conjunto de dados recolhido tem uma resolucdo maxima de 2,63 A

Recorrendo, mais uma vez, ao programa Mosflm procedeu-se a indexag¢do das imagens
recolhidas. Este cristal é diferente do anterior, pertencendo ao sistema cristalino trigonal e ao grupo
espacial P3;21 (N° 152 [88]), com os parametros da célula unitaria: a=b=106,55 A, ¢=238,03 A e
a=p=90°, y=120°.

Com recurso ao programa Scala escalaram-se os dados obtidos, resultando uma série de
parametros estatisticos Uteis para a avaliacdo da qualidade dos dados (ver Tabela 4.5). Os
pardmetros obtidos revelaram bons indicadores para a continuagdo da resolucdo da estrutura.
Contudo, e como explicado anteriormente, devido a auséncia de estratégia para a resolu¢do do
Problema da Fase, néo foi possivel prosseguir para a determinacéo da estrutura.

Numa tentativa de obter mais cristais de PaoD as condi¢des anteriores foram repetidas e
diferentes pardmetros como propor¢do da gota, temperatura e concentracdo do agente precipitante
foram alterados. No entanto nado foi possivel reproduzir os cristais obtidos. A baixa reprodutibilidade
dos ensaios realizados pode dever-se a existéncia da cauda-Hisg no N-terminal da PaoD, uma vez
gue a presenca de zonas muito méveis na proteina pode destabiliza-la e impedir a sua cristalizacéo.
Um dos trabalhos a realizar serd a remocao da cauda e posterior cristalizacéo da PaoD.

ApOs as experiéncias de thermofluor, a serem apresentadas na seccao seguinte, foram
realizados novos ensaios de cristalizagdo com PaoD em tampdo 100 mM Bis-Tris (pH 5,5), 150 mM
NaCl e 1 mM EDTA. As condicBes anteriormente descritas foram repetidas, em gotas de 2 pL,
registando-se o0 aparecimento de cristais para a condi¢cao 12% de PEG 4K, 0,1M de Tris-HCI (pH 8,5)

e 10 mM de L-cisteina, apés seis dias (Figura 4.17). Conseguiu-se entdo a reprodutibilidade da
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condicdo de cristalizacdo onde os cristais obtidos se apresentam muito semelhantes aos anteriores
(ver Figuras 4.13 e 4.15). Uma vez encontrada uma condicao de cristalizacédo reprodutivel, poder-se-
a produzir um elevado ndmero de cristais, testar diversos atomos pesados e resolver o Problema de
Fase por Substituicdo Isomérfica Mdltipla. Desta forma a sobre-expressao de proteina marcada com

selénio podera ser obviada, ja que se trata de um método dispendioso e de baixo rendimento.

0.2 mm
—

Figura 4.17. Cristal de PaoD obtido a 20 ‘C. O cristal foi obtido pelo método da gota suspensa, utilizando
como solucao precipitante 12% de PEG 4K, 0,1M de Tris-HCI (pH 8,5) e 10 mM de cisteina.

Seguido o procedimento descrito anteriormente, os cristais foram analisados por radiacdo de
sincrotrdo na linha X06DA — PXIIl (SLS - Villigen, Suica), obtendo-se o padrdo de difraccéo
representado na Figura 4.18. A qualidade deste padrédo de difracgdo € muito inferior & dos obtidos
anteriormente (Figura 4.16, por exemplo). Tal facto pode dever-se a degradagdo da amostra antes ou
durante o processo de cristalizagdo, a uma desordem muito acentuada das células unitarias ou até a
protedlise da amostra apés o passo de purificacdo. Para averiguar esta Ultima hipétese deve-se
efectuar um gel de SDS de vérios cristais, equivalentes aos utilizados para a experiéncia de
difraccdo. Este gel também nos dir4 se, ao contrario do que se espera, estamos na presenca de
cristais de sal. A existéncia de uma rede cristalina desordenada parece a hip6tese mais plausivel,
uma vez que esta de acordo com a reducao significativa do tempo de cristalizacdo, de 1 més para 6

dias.
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Figura 4.18. Padrdo de difraccdo do cristal de PaoD. A experiéncia de difracgéo foi efectuada na linha de
radiacdo de sincrotrdo X06DA — PXIll (SLS - Villigen, Suica), e o conjunto de dados recolhido tem uma
resolucdo maxima de 1,34 A.

Se, no entanto, a hip6tese de degradacdo de amostra sugerida estiver correcta, sao
necesséarios novos estudos de forma a evitar que tal aconteca. A utilizacdo de agentes
estabilizadores como o glicerol aquando da purificacdo/concentragdo da amostra é uma possibilidade
a néo descartar.

Em suma, foram recolhidos dois conjuntos de dados promissores para a resolu¢cdo da
estrutura de PaoD. Contudo, devido a auséncia de um modelo homdlogo ou a presenca de atomos

pesados nao foi possivel resolver o Problema da Fase.

4.2.3. Ensaios de Thermofluor

A estabilidade é um requisito essencial em qualquer estudo estrutural com proteinas. A PaoD
apresenta uma forte tendéncia para agregar, especialmente depois de um ciclo de
congelamento/descongelamento.

Baixos niveis de expressdao, aliados a dificuldade em concentrar a proteina tém comprometido
0s ensaios de cristalizacdo. Com 0 objectivo de determinar se a instabilidade era devida ao tampao
em gue se encontrava inicialmente a proteina (Tris — pH 8,0) recorreu-se a técnica de thermofluor.

Este método foi desenvolvido por Pantoliano et al. (US patent 6,020,141), e consiste na
utilizacdo de um fluoroforo que exibe um elevado sinal de fluorescéncia quando se encontra num
meio apolar. Esta caracteristica revelou-se Util para determinacdo da temperatura de desnaturacao
de proteinas, uma vez que quando tal ocorre o corante tem acesso aos dominios hidrofébicos,
resultando num pico no espectro de emissao. A temperatura de desnaturacdo da proteina (T,),
corresponde ao ponto médio ao qual 50 % da populacdo de proteina em solucdo se encontra no

estado desnaturado [112], [113]. As aplicacdes deste método sao extensas, desde a identificagdo de

66



interaccao entre uma proteina e um ligando, até a determinacdo de condi¢cdes base de estabilidade
gue levem a cristalizacdo de uma proteina.

Neste sentido, foram realizados ensaios com a proteina PaoD, de forma a definir um tampéo
onde esta seria mais estavel. Testaram-se seis tamp®es, variando o pH (8,5 a 5,5) e a concentragéo
de sal (0 a 500 mM) — ver screen complexo na Tabela 7.3 em Anexos. O tampao ideal seria aquele
em que s6 se regista um pico emissdo, relativo a transicdo da proteina do estado nativo para o
desnaturado, acompanhado de um aumento do T,, face ao tampao referéncia. O facto de o T,
aumentar significa que a proteina se encontra mais estavel, sendo necessario fornecer uma maior
guantidade de energia para ocorrer desnaturacdo [114].

Na Figura 4.19 encontram-se os resultados obtidos para duas solug8es distintas. A referéncia

(linha a ponteado na referida figura) corresponde ao tamp&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,5), 300 mM NacCl
e 1 mM EDTA, no qual se encontrava a proteina nos primeiros ensaios de cristalizagao (ver seccao
4.2.2). Para esta solugdo destacam-se dois picos de fluorescéncia do fluoréforo Sypro Orange,
correspondentes a um T, de 44,3 °C e 53,3 °C, para um comprimento de onda de emissdo de 575
nm.

O tipo de perfil registado dois ou mais picos &€ comumente observado em proteinas
oligoméricas. Tratando-se a desnaturacdo de um processo cooperativo, quando esta ocorre numa
pequena proporcdo da proteina, induz a desnaturacdo total da proteina. Este resultado esti de
acordo com estudos preliminares, onde se suspeitava que a PaoD era uma proteina dimérica. Assim,
pensa-se que os dois picos provém da desnaturacdo diferencial de cada uma das duas cadeias
polipeptidicas que comp8e o dimero. Geralmente, este tipo de perfil em ensaios de thermofluor
corresponde a uma baixa homogeneidade da solugdo de proteina, podendo dificultar o processo de

cristalizacéo [114].
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Figura 4.19. Curvas de fluorescéncia resultantes da experiéncia de thermofluor para a PaoD em
duas solugbes tampéo. O gréfico foi obtido através da aplicagéo da primeira derivada (d(Rfu)/dT) aos dados
correspondentes a variagdo da fluorescéncia do fluoréforo Sypro Orange com a temperatura. A linha a ponteado
corresponde ao perfil obtido para a PaoD em tampao 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM NaCl e 1ImM EDTA, com
Tm de 44,3 e 53,3 °C; A linha a tracejado corresponde ao tampao 100 mM Bis-Tris (pH 5,5) e 150 mM NacCl, com

Tm de 43,2 e 52,3 °C. O comprimento de onda de emisséo utilizado foi de 575 nm.
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De forma a averiguar o estado oligomérico da proteina em solucdo, recorreu-se a
cromatografia de exclusdo molecular. Segundo os resultados obtidos, a proteina possui uma massa
molecular de, aproximadamente, 73 kDa, correspondendo ao dobro do peso da proteina nativa (35
kDa) — ver Figura 7.2 em Anexos.

Para a solu¢cdo 100 mM Bis-Tris (pH 5,5) e 150 mM NacCl observa-se o mesmo perfil que
para as solugdes anteriores. Contudo, o pico de fluorescéncia a 43,2 “C é negligenciavel quando
comparado com o pico de maior intensidade a 52,3 °C. Este facto pode indicar que as interacg¢des
proteina-proteina sdo mais fortes quando o composto Bis-Tris a pH 5,5 esta presente na solucao,
ocorrendo uma estabilizacao da estrutura quaternaria.

Depois destes ensaios, o tampao da proteina foi alterado para 100 mM Bis-Tris (pH 5,5), 150

mM de NaCl e 1 mM de EDTA, para a realizacdo de ensaios de cristalizacéo.

4.2.4. Ensaios de Ressonancia Magnética Nuclear - Diferenca de

transferéncia de saturagéo

Os ensaios anteriores realizados com os IL revelaram um decréscimo da precipitagdo da PaoD
durante o processo de descongelamento (ver secc¢éo 4.2.2). Com o intuito de avaliar a existéncia de
uma possivel interac¢do entre o IL e a proteina, recorreu-se a técnica de RMN-STD.

A técnica de RMN-STD resulta da diferenca entre o espectro de transferéncia de saturacdo e o
espectro de RMN usual. Pode ser aplicada a analise de interac¢des entre proteinas e ligandos,
permitindo identificar quais os compostos que se ligam a uma dada proteina [115]. A uma solu¢éo de
proteina sdo adicionados os potenciais ligados e recolhe-se um espectro de protéo (lH RMN), onde a
proteina é selectivamente irradiada a uma frequéncia afastada do sinal mais préximo do ligando (pelo
menos 700 Hz) — espectro on-resonance [78].

Caso exista algum composto ligado a proteina, ocorre transferéncia de saturacdo, dependente
do tempo de contacto entre a proteina e o ligando. Este ultimo, quando dissociado, transfere a
saturagao ‘adquirida’ para a solugdo e possibilita a ligagdo de outras moléculas de ligando, levando a
ampliacéo do sinal.

De seguida, realiza-se uma nova irradiacdo, para valores de frequéncia afastados de qualquer
sinal (proteina ou ligando) — espectro off-resonance. Através da subtraccdo do espectro on-
resonance e o espectro off-resonance resulta um espectro contendo unicamente os sinais dos
protdes do composto que efectivamente se ligou a proteina [78], [79]. Este método ndo pode ser
aplicado a interaccGes muito fortes entre proteina e ligando, pois estas ndo permitem a dissociacdo
do ligando e a transferéncia de saturacao.

Uma experiéncia semelhante a descrita foi realizada em colaboracdo com o Professor Eurico
Cabrita e o Doutor Aldino Viegas. Assim, a uma solucdo de PaoD adicionou-se um dos IL de
interesse ([C,OHmMIiM]PFg¢ ou [C;mim]Cl), irradiando-se de seguida a proteina a -300 Hz, durante 2,0
s — espectro on-resonance. O espectro de referéncia (off-resonance) foi obtido irradiando a mesma
solugao a 20000 Hz.
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Através da anadlise da Figura 4.20 verifica-se a existéncia de picos no espectro STD na regiao
dos grupos aromaticos do ligando. Quando comparado com o espectro referéncia para o IL
[C,OHmMIM]PF¢ confirma-se que os picos observados correspondem aos protdes do anel imidazol
deste composto. Devido a auséncia de sinais para os restantes protdes da molécula demonstrou-se
gue existe uma interacgdo entre a proteina e o IL, mas também que se trata de uma interaccao
especifica com o anel de imidazol. Este facto reforga a hipétese de que o IL estabiliza a proteina
durante o seu congelamento/descongelamento.
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Figura 4.20. Detalhe da regido aromatica do espectro de RMN-STD da PaoD na presenca do liquido
iénico [C,OHMIM]PFg (A). (B) Espectro de referéncia *H RMN para o liquido i6nico, cujo catido se encontra

representado no canto superior direito. *Picos relativos ao imidazol presente na amostra de proteina e resultante
do passo de purificagao.

Os resultados obtidos para o IL [C;mim]CI ndo foram alvo de interpretacdo, uma vez que a
contaminagdo da amostra com imidazol (proveniente do passo de purificacdo) impediu a identificacéo

dos sinais caracteristicos deste composto.

4.2.5. Ensaios de Ressonancia Plasmoénica de Superficie
Como referido anteriormente, a PaoD € essencial para a funcdo da PacABC, uma vez que é
responséavel pela insercdo do cofactor MCD na subunidade C. A proteina responsavel pela formacao
deste mesmo cofactor é a MocA, igualmente essencial & fun¢cdo do complexo [22]. De forma a
caracterizar a interacgdo entre estas proteinas recorreu-se a técnica de SPR (Biacore).
Uma das principais vantagens da utilizacdo de biossensores oOpticos € a possibilidade de
monitorizar a ligagéo e dissociagdo de ligando-analito em tempo real, sem a necessidade de utilizar

moléculas marcadas [116]. Estes sensores transduzem a acumulagdo de massa numa determinada
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superficie num sinal 6ptico. A ligacdo e dissociacdo levam a um aumento ou diminuicéo,
respectivamente, da massa molecular na superficie do biossensor, tendo como consequéncia directa
a alteracdo do indice de refraccéo da interface sensor/solugdo. O aumento deste indice de refracgéo
faz com que o angulo ao qual ocorre SPR também aumente. Desta forma, a variacdo do angulo de
SPR pode ser directamente correlacionado com a concentracdo do analito na superficie do
biossensor [117].

Os ligandos, neste caso, foram imobilizados numa matriz de dextrano carboximetilado
covalentemente ligada a superficie de ouro, através da interac¢cdo dos grupos amina. Os dados
obtidos, presentes na Tabela 4.6, mostram uma forte interac¢éo entre PaoD-MocA, como um Ky de
0,608 uM e PaoD-PaocABC, com um Ky 0,336 uM. Este resultado encontra-se dentro do esperado
uma vez que a MocA catalisa a formacdo do MCD e a PaoD é responsavel pela sua insercdo na
subunidade C da PaoABC.

Tabela 4.6. Medi¢Bes de SPR para a analise de interac¢des especificas proteina-proteina. Os valores
de Kp foram obtidos através do ajuste global para uma ligacdo com estequiometria de 1:1. O valor de x? permite
avaliar o grau de ajuste dos dados ao modelo previsto. °Os analitos foram injectados numa gama de
concentragdes 0,05-20 uM. *Proteinas PaoD, PaoABC e MocA foram imobilizadas por interac¢cdes dos grupos
amina até 600, 1500 e 600 RU, respectivamente. ND significa nada detectado.

W PaoABC* PaoD* MoCA*
Analitos® | Ko (HM) X Kp (M) X Kp (M) X
PaoABC 0,320 3,41 0,336 13,7 0,189 15,3
PaoD 0,397 2,66 0,453 0,867 0,329 47
MocA 0,216 1,15 0,608 0,079 0,392 0,15
BSA ND ND ND ND ND ND
MoaD ND ND ND ND ND ND
MobA ND ND ND ND ND ND

Surpreendemente, os resultados evidenciam também a interac¢édo entre a PaoABC e a MocA.
O valor de Kp obtido foi de 0,216 uM, sugerindo que estas trés proteinas formam um grande
complexo de, aproximadamente, 192 kDa. Os valores de Kp obtidos para as trés proteinas
encontram-se dentro da mesma ordem de grandeza indicando que as interac¢cbes estabelecidas
entre PaoABC, PaoD e MocA s&o muito semelhantes. A provar-se a existéncia deste complexo in
vivo, a sua formacao pode estar relacionada com o aumento da eficacia do mecanismo de producao
da enzima de molibdénio.

Para os ensaios controlo onde se usaram as proteinas BSA, MobA e MoaD ndo foram
detectados sinais positivos para ligacao a PaoD, PaoABC ou MocA. Tal era esperado, uma vez que
ndo se encontram descritas quaisquer interac¢des entre estas proteinas e as proteinas alvo deste
estudo. A proteina MobA estd envolvida na formagdo MGD e a proteina MoaD esta envolvida na

converséo do precursor Z em MPT durante a biossintese do Moco [24], [118].
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Os resultados apresentados indicam a formacdo de um novo complexo PaoABC, PaoD e
MocA nunca descrito anteriormente, que sera futuramente alvo de um estudo mais aprofundado,

nomeadamente do ponto de vista estrutural.

4.3. Estudos com a XdhC

A XdhC é uma proteina de R. capsulatus envolvida na insercdo do Moco na subunidade B da
proteina XDH [52]. D4 nome a uma familia de chaperonas, onde se incluem a PaoD e YgeB, sendo
essencial a actividade do complexo XDH [51]. A resolucdo da sua estrutura tridimensional por
cristalografia de raios X é essencial para a compreensao do seu mecanismo de acgédo e, tal como

para a PaoD, serd um marco muito importante.

4.3.1. Sobre-expresséo heter6loga em Escherichia coli e purificagdo

O presente estudo, teve como principal objectivo a obtencao de cristais de XdhC. Esta trata-se
de uma proteina de R. capsulatus tornando-se, por isso, necessario recorrer a sobre-expressao
heter6loga em células de E. coli da estirpe ER2566(DE3) de forma a obter proteina facilmente e em
guantidades razoaveis.

Os procedimentos de biologia molecular, para a obtencdo dos clones com o gene xdhC, foram
realizados pela Doutora Meina Neumann [55].

As células foram transformadas com o plasmideo pAK20, resultante da insercdo do fragmento
codificante xdhC no MCS do plasmideo comercial pTYB2 (utilizando as enzimas de restricdo Ndel e
Kpnl). Daqui resultou a proteina XdhC fundida pelo C-terminal com a proteina inteina (55 kDa) que
contém o dominio de ligagdo a quitina (CBD) [119], [120]. Assim, o passo de purificagdo consistiu na
aplicagcdo do sobrenadante (ap06s lise e centrifugacéo) numa matriz de Chitin Beads. Por afinidade, a
proteina fundida com a cauda inteina-CBD ficou retida na matriz possibilitando a realizacdo de vérios
passos de lavagem para a eliminagéo de contaminantes.

A eluicao da proteina foi realizada com tampé&o 250 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA,
0,1% Triton X-100 e 50 mM de DTT, ap6s 16 horas de incubagdo com a matriz. A adicdo do agente
redutor DTT induz a clivagem da ligagéo tioéster entre a proteina alvo e a inteina-CBD, libertando-a
para a solugdo, sem necessidade de utilizar proteases [121].

Para confirmar o sucesso da purificag&o, recorreu-se a uma SDS-PAGE das 8 frac¢des (de 2
mL) recolhidas (Figura 4.21). Pela andlise do SDS-PAGE néo se verifica a presenca de qualquer
banda nos pocos relativos as frac¢des recolhidas, indicando que o processo de purificagdo néo foi
bem-sucedido. Nos pocos 10 e 11 relativos ao flow through e lisado apds centrifugacao,
respectivamente, observa-se a presenca de algumas bandas pouco intensas entre os 40 e os 135
kDa. Contudo, nenhuma das bandas corresponde ao peso molecular da proteina XdhC (33,4 kDa) ou

a proteina de fuséo (88,4 kDa).
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O crescimento e purificagdo foram repetidos de forma a descartar possiveis erros durante
estes processos, contudo o problema persistiu. A ndo producdo de proteina pode estar relacionada
com a auséncia de integridade do gene alvo no plasmideo e a sequenciacdo desta regido podera
esclarecer esta questdo. No entanto, a fraca inducao da producéo de proteina também néo pode ser
excluida e testes de expresséo deverdo ser efectuados. Caso nenhuma destas abordagens se revele
eficaz pode-se ainda fazer nova clonagem seleccionando outros plasmideos e outras estirpes de
células de expressao onde a sintese da chaperona seja mais bem-sucedida.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

XdhC
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25,0

Figura 4.21. SDS-PAGE a 12,5% com as frac¢des resultantes da purificacdo com a coluna de Chitin
Beads da XdhC. 1 - Marcador de pesos moleculares NZYColour Protein Marker Il (Nzytech); 2 a 9 - FraccGes
de 2 mL resultantes da clivagem com 50 mM de DTT, sendo a ordem no gel (da esquerda para a direita) a
ordem de eluigdo das fraccdes; 10 - flow through; 11 — Lisado ap0s centrifugacéo.

4.4. Estudos com a YqeB

A YqeB pertence também a familia das chaperonas XdhC. Actualmente, existe muito pouco
informacao relativa a esta chaperona [51], sendo os estudos cristalograficos essenciais para a

compreenséao do seu papel biolégico.

4.4.1. Sobre-expresséo em Escherichia coli e purificagcao

O presente estudo, teve como principal objectivo a obtencéo de cristais de YgeB. O sistema de
expresséo e purificacdo escolhido foi 0 mesmo que para a proteina PaoD (ver seccao 4.2.1) e os
procedimentos de biologia molecular, para a obtencao dos clones com o gene ygeB, foram também
realizados pela Doutora Meina Neumann.

As células de E. coli da estirpe BL21(DE3) foram transformadas com o plasmideo pMN104,
resultante da insercdo do fragmento codificante ygeB no MCS do plasmideo comercial pET28a
(utilizando as enzimas de restricdo Ndel e Sall). Esta construgdo permite a expressédo da proteina de
fus@o YgqeB com uma cauda-Hisg no N-terminal. Assim, o passo de purificacdo consistiu na aplicacédo

do sobrenadante (ap0s lise e centrifugagdo) numa matriz de Ni-TED.
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Apbs a eluicdo da proteina através da adicdo de tampéao fosfato com 250 mM, o0 sucesso da
purificacéo foi avaliado por SDS-PAGE (Figura 4.22). Através da analise do gel obtido confirma-se a
presenca de YgeB pura devido a existéncia de uma banda muito pronunciada a, aproximadamente,
59 kDa. Este peso molecular corresponde a proteina de fusdo, uma vez que o tipo de purificagcao
escolhido ndo elimina a cauda de histidinas. Assim, ao peso molecular da YqgeB, 57,6 kDa, tivemos
de somar 2 kDa (aproximadamente) relativos a um pequeno péptido que contém, para além das seis
histidinas, a sequéncia de reconhecimento para a protease trombina.

E de notar a existéncia de uma banda para o peso molecular da proteina de interesse no poco
relativo ao flow through (pogo 10 da Figura 4.22). Este facto resultou da saturag&o da matriz utilizada,

devendo a sua quantidade ser optimizada em futuras purificagcdes de forma a néo se perder proteina.

kDa 1

Hise-YqeB
i~ (59 kDa)

Figura 4.22. SDS-PAGE a 12,5% com as frac¢8es resultantes da purificacdo da YgqeB com a coluna
de NI-TED. 1 - Marcador de pesos moleculares NZYColour Protein Marker Il (Nzytech); 2 a 12 - Fracgées de 2
mL resultantes da eluicdo competitiva com 250 mM de imidazol, sendo a ordem no gel (da esquerda para a
direita) a ordem de eluigdo das fracgfes.

A proteina foi dialisada durante 16 horas contra o tampao 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM
NaCl e 1 mM EDTA, registando-se uma elevada formacéo de precipitado. A amostra foi quantificada
através da Lei Lambert-Beer, com o valor da absorvancia (A) registado a 280 nm, o coeficiente de
extingdo molar (gg0) de 22460 Micmte percurso Optico (b) de 1 cm. O coeficiente de extingdo
molar, ¢, foi determinado pela ferramenta bioinformatica ProtParam do portal Expasy, com base na
sequéncia de aminoéacidos da proteina.

Dada a capacidade da resina (5 mg de proteina/mL de matriz), a concentracdo obtida
encontrava-se muito aquém do esperado, 2 mg/mL, dado que a coluna saturou. Esta diminui¢cdo
deveu-se a precipitagdo durante a dialise. De forma a contornar este problema serdo realizados
ensaios de thermofluor para verificar se a instabilidade registada se deve a composicdo da solugao

em que a proteina se encontra e se é possivel estabiliza-la recorrendo a outros tamp®&es ou aditivos.
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Em suma, foi possivel obter a proteina YqeB com um grau de pureza e concentracdo que

permitiram a evolugéo do trabalho para uma nova fase: os ensaios de cristalizagao.

4.4.2. Ensaios de cristalizacéo e experiéncia de difraccéo

A estrutura tridimensional da YgeB, tal como a estrutura das proteinas abordadas
anteriormente, é desconhecida. A primeira abordagem para a sua cristalizagdo consistiu no teste de
inimeras solugdes precipitantes pelo método de difusdo de vapor em gota assente, para uma
temperatura de 20 °C e gotas de 2 pL (1 pL proteina e 1 pL de solucéo precipitante).

Uma vez que se trata de uma proteina incolor e a morfologia dos seus cristais ainda se
encontra desconhecida, realizou-se uma gota controlo para cada solugdo precipitante, substituindo o
volume de proteina por agua bidestilada.

ApOs trés semanas registou-se 0 aparecimento de cristais para duas solucdes de cristalizagédo
distintas: 1 - 0,2 cloreto de magnésio, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5) e 30% PEG 4K (Figura 4.23 — A); 2 —
0,2 M cloreto de célcio, 0,1 M acetato de sédio (pH 4,5) e 20 % isopropanol (Figura 4.23 — B), ambas
pertencentes a um screen de 80 solu¢des baseado no screen de Jancarik et al. [77]. Note-se que
para as gotas controlo ndo se detectou crescimento cristalino, podendo indicar que nédo estariamos
na presenca de cristais de sal (CaCl, ou MgCl,), mas sim de proteina.

I 0.2 mm | A B

Figura 4.23. Cristais de YgeB obtidos a 20 °C. Cristais obtidos para ensaios de gota assente e diferentes
solugdes precipitantes: A — 0,2 MgCl, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5) e 30% PEG 4K. A seta azul indica a posi¢do do
cristal que, devido a existéncia de precipitado, é dificil de detectar; B — 0,2 M CaCl,, 0,1 M Acetato de sédio (pH
4,5) e 20 % isopropanol.

Os cristais obtidos foram congelados em azoto liquido na presenca da respectiva solugéo crio-
protectora, contendo 30 % (no caso da condi¢éo 1) ou 10% de glicerol (no caso da condicdo 2), e
analisados por radiacéo de sincrotréo na linha PX Il (SLS - Villigen, Suiga).

Durante a experiéncia de difraccdo detectou-se a existéncia gelo nos loops onde se
encontravam os cristais, realizando-se o annealing durante 5 segundos. Este procedimento consiste
na remocao do fluxo de azoto liquido do cristal durante algum tempo de forma a derreter o gelo,

possibilitando a recolha de dados. Apesar deste procedimento, conhecido também por poder
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melhorar a qualidade dos padrdes de difraccdo [122], os cristais ndo difractaram. A auséncia de
quaisquer reflexdes no padrdo de difraccdo também contribuem para a hipétese de estarmos na
presenca de cristais de proteina.

Neste sentido, € necessario retomar os ensaios de cristalizagcdo de forma a obter novos cristais
gue possibilitem a resolugéo da estrutura tridimensional da YqeB. Além de procurar novas condi¢des
de cristalizacdo, a optimizacédo das condicdes ja encontradas também deve ser considerada, fazendo
variacdes na concentracdo de agente precipitante, pH da solucdo, testar aditivos ou variar a

temperatura de crescimento dos cristais.
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5. Conclusoes e perspectivas futuras
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5.1. Conclusoes

A familia XO engloba um variadissimo ndmero de enzimas com diferentes caracteristicas
estruturais e funcionais. A molibdoenzima PaoABC de E. coli destaca-se dos restantes membros,
uma vez que é o Unico heterotrimero conhecido desta familia e foi a primeira enzima de E. coli a ser
identificada com a forma MCD no seu centro activo. Algumas enzimas da familia XO revelaram a
dependéncia de outras proteinas, designadas por chaperonas, para puderem desempenhar a sua
funcéo. Assim, pretendeu-se estudar a PaoABC e outras trés proteinas: a PaoD, a XdhC e a YqeB,
chaperonas das enzimas PaoABC, XDH de R. capsulatus e XdhABC/XdhD de E. coli,
respectivamente. Desta forma, o principal objectivo desta dissertacdo era resolver as estruturas
tridimensionais de cada uma destas proteinas por cristalografia de raios X.

O primeiro passo consistiu na expressao e purificacdo das quatro proteinas, utilizando os
sistemas aconselhados pelos colaboradores responséveis pela componente de biologia molecular
deste trabalho, do laboratério da Prof. Silke Leimkihler (Potsdam, Alemanha). A expressdo das
proteinas utilizadas neste trabalho foi realizada em duas visitas ao Institute of Biochemistry and
Biology, University of Potsdam (Germany), sob a orientacdo da Professora Silke Leimkiihler e com o
auxilio da técnica do laboratério Viola Schwuchow.

Apls a expressdo e purificagdo da PaoABC, foi possivel prosseguir-se para os primeiros
ensaios de cristalizagdo. Uma vez que nos proponhamos a resolver a primeira estrutura desta
aldeido oxidoredutase, foi necesséario determinar as suas condi¢des de cristalizacdo. Entre as varias
condi¢des testadas, obtiveram-se cristais de proteina para a solucdo precipitante com 0,2 M de
iodeto de amédnio e 20% PEG 4K. Estas condi¢cdes foram optimizadas e os cristais obtidos foram
analisados por radiacdo de sincrotrdo, tendo-se recolhido um conjunto de dados a 1,67 A. Estes
dados, no entanto, revelaram-se twinned tendo-se tentado obter mais cristais onde uma Unica rede
cristalina estivesse presente. Entre véarias estratégias adoptadas, a diminuicdo da temperatura de
cristalizagdo de 20 °C para 4 °C revelou-se bastante eficaz para contornar este problema, uma vez
que possibilitou a recolha de um novo conjunto de dados untwinned a 1,87 A. Estes dados
permitiram a resolucdo da primeira estrutura heterotrimérica da familia XO, tendo-se atingido assim
um dos objectivos a que nos proponhamos. A determinacgéo das fases de cada reflexdo foi efectuada
recorrendo a técnica de substituicdo molecular, tendo sido possivel localizar a posicdo das trés
subunidades ABC usando proteinas homoélogas como modelos. O modelo actual da PaoABC
apresenta os valores de R e Ry de 0,4573 e 0,4787, respectivamente. A estrutura encontra-se na
fase de refinamento sendo necessaria a inspecg¢édo visual e 0 ajuste manual de todos os aminoacidos
a densidade electronica.

A técnica de SAXS também foi aplicada a esta proteina e os dados obtidos visam
complementar os dados cristalograficos obtidos, principalmente, para as zonas mais flexiveis da
proteina. Os dados foram recolhidos presencialmente no DESY (Hamburgo, Alemanha) sob a
orientacdo e colaboracdo do Doutor Dmitri Svergun (EMBL, Hamburgo). Pelo ajuste do modelo de

SAXS da PaoABC com os dados cristalograficos da proteina homéloga, 4-hidroxibenzoil-CoA
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Redutase, conclui-se que o modelo obtido é bastante razoavel. Contudo, a avaliacdo final sera
realizada com a estrutura refinada da PaoABC.

A PaoD constituiu um enorme desafio ao longo desta dissertacao, principalmente devido a sua
instabilidade. Como tal, optou-se por descongelar a proteina na presenca do IL [C;mim]Cl ou
[C,OHmMIM]PFs antes da realizacdo dos ensaios de cristalizacdo. Este procedimento demostrou
estabilizar a proteina, permitindo a sua concentragdo até 5 mg/mL. Nestas condig6es foram obtidos
cristais para duas condicGes de cristalizacdo (1- 2,2 M de sulfato de aménia; 2- 12% de PEG 4K,
0,1M de Tris-HCI (pH 8,5) e 10 mM de L-cisteina), que permitiram a recolha de dois conjuntos de
dados a 3,4 e 2,6 A. Contudo, devido & auséncia de estratégia para a resolucéo do Problema da
Fase, nédo foi possivel prosseguir para a resolucdo da estrutura.

De modo a resolver o problema da estabilidade da proteina recorreu-se a técnica de
thermofluor. Obteve-se um resultado promissor para o tampdo 100 mM Bis-Tris (pH 5,5) e 150 mM
NaCl onde, praticamente apenas um pico de fluorescéncia € observado. Tal ndo acontece quando a
proteina se encontra em tampéo Tris-HCI, provavelmente porque o Bis-Tris estabiliza a estrutura
guaternaria da proteina. A mudanga para este novo tampao revelou-se eficaz, uma vez que se
registou um decréscimo da precipitacdo da PaoD aquando da sua cristalizacdo e um aumento da
reprodutibilidade de uma das condi¢fes de cristalizacéo.

Uma vez que os dois conjuntos de dados recolhidos foram obtidos para a proteina
descongelada na presenca dos IL [C;mim]CI e [C,OHmMIM]PFg, pretendia-se identificar algum tipo de
interaccdo entre proteina e ligando que justificasse este aumento de estabilidade. Por RMN-STD
concluiu-se que ocorre, efectivamente, uma interaccdo especifica entre o anel de imidazol do IL
[C.OHmMIM]PFs e a proteina. Este resultado realga a importancia do IL durante o congelamento e
descongelamento da PaoD.

Outro objectivo deste trabalho consistia em averiguar/comprovar a suposta ligacdo entre a
molibdoenzima PaoABC, a chaperona PaoD e a proteina responséavel pela maturacdo do Moco a
MCD, a MocA. A técnica de SPR permitiu concluir que ocorre interac¢do entre as trés proteinas,
podendo indiciar a formacdo de um grande complexo proteico que, in vivo, favorece a producéo e
maturacdo da enzima.

Tal como as anteriores proteinas, foi possivel expressar e purificar a proteina YqeB, de forma
a prosseguir-se para os ensaios de cristalizacdo. Foram estabelecidas duas condi¢cdes de
cristalizacdo: 1- 0,2 M cloreto de magnésio, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5) e 30% PEG 4K; 2- 0,2 M cloreto
de célcio, 0,1 M Acetato de sodio (pH 4,5) e 20 % isopropanol. Contudo a auséncia de reflexdes nos
padrdes de difraccéo obtidos, ndo permitiram a resolucdo da estrutura.

Relativamente a XdhC, devido a possiveis problemas durante a expressdo e/ou purificacéo,
nenhum dos objectivos a que nos propusemos inicialmente foi atingido.

Durante este ano de trabalho tive oportunidade de fazer duas visitas ao laboratdrio da Prof2.
Silke Leimkihler (Potsdam, Alemanha) onde pude executar alguns dos passos descritos nesta
dissertacdo, mas também tomar contacto com novas técnicas como o ICP (Inductively Coupled
Plasma Analysis), o MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight —

Mass Spectrometry) e o Dicroismo Circular. A somar a estas viagens estdo véarias idas a sincrotrdes
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para recolha de dados, como o ESRF (Grenoble, Franca), o DIAMOND (Oxfordshire, Reino Unido) e
o DESY (Hamburgo, Alemanha).

Em conclusdo, a trabalho apresentado nesta dissertacdo forneceu informagfes muito
importantes para a futura caracterizacdo de enzimas dependentes do cofactor molibdénio que
permitirdo estudar e compreender o papel biolégico desempenhado pelas chaperonas nos membros
da familia XO.

Alguns dos resultados aqui descritos serdo publicados brevemente. Em fase final de
preparacdo encontra-se um artigo onde os dados obtidos para a PaoD, desde a cristalizacéo,
ensaios de thermofluor, RMN-STD e SPR sdo apresentados. Depois de refinadas e validadas,
estruturas de alta e baixa resolucdo, obtidas para a PacABC por cristalografia de raios X e SAXS,

respectivamente, serdo descritas em detalhe noutra publicagéo.

5.2. Perspectivas futuras

Como um projecto cientifico dificilmente se considera terminado, é importante reflectir acerca
das perspectivas futuras.

Pretende-se finalizar o processo de refinamento da estrutura da PaocABC, para futuramente
compara-la com as restantes enzimas da familia XO. Tentaremos encontrar na estrutura uma
resposta para o facto de esta enzima ser o Unico heterotrimero da familia. Pretendemos também
analisar em detalhe o centro activo da enzima, de forma a compreender como se processa 0 acesso
do substrato e o porqué da especificidade catalitica para aldeidos aromaticos.

Tratando-se de uma enzima dependente da chaperona PaoD, é da maior importancia estudar
esta interac¢éo do ponto de vista estrutural. O primeiro passo neste sentido sera executado muito
brevemente através da técnica de SAXS, onde se avaliara a interac¢do entre a PacABC e a PaoD,
em solugcdo. Tempo de sincrotrdo ja esta agendado para Outubro de 2012 na linha BM29 do ESRF.
Experiéncias que incluam a proteina MocA também estdo programadas. ldealmente, os resultados
obtidos por SAXS para o complexo podem ser complementados com dados cristalograficos onde
estruturas de mais alta resolucdo sdo alcancadas. Para isso, precisamos de resolver a estrutura
cristalografica da PaoD. Para tal, necessitamos de estabelecer uma ou varias condi¢cbes de
cristalizac@o reprodutiveis para a chaperona, de forma a obter cristais derivatizados e resolver a
estrutura por MIR. Devido as limitagcdes experimentais deste método sera realizada, paralelamente, e
em colaboracdo com o laboratério da Prof2. Silke Leimkihler, a expresséo e purificacdo da PaoD
marcada com seleno-L-metioninas, de forma a resolver a estrutura por MAD.

Apés resolvida a estrutura da PaoD, seréo realizados ensaios de co-cristalizacdo da proteina
na presenca de Moco. Alteragdes conformacionais podem estar associadas a interacgdo entre a
chaperona e o cofactor e a resolugcdo da estrutura deste complexo fornecera informacdes cruciais
para a compreensdo do papel desempenhado por estas proteinas. Adicionalmente, a interaccao
chaperona-Moco também serd estudada por RMN de forma a explorar a dindmica molecular da

proteina.
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Para a proteina XdhC, pretende-se resolver os problemas associados a expressdo e
purificacdo, de forma a realizar brevemente os primeiros ensaios de cristalizacao.

Para a YqeB, pretendemos estabelecer as condi¢cdes de cristalizagdo que levem a formagéao
de cristais ordenados e que permitam a resolucdo da estrutura. Note-se que a aplicacdo do método
de MR para a determinacdo da estrutura das chaperonas aqui abordadas depende da resolucdo da
estrutura de uma delas. Assim, existe a possibilidade de aplicar o procedimento sugerido para a
resolucdo da estrutura da PaoD, utilizando atomos pesados ou metioninas marcadas, para a
chaperonas XdhC e YgeB.

A resolucao da estrutura de trés chaperonas homélogas e o estudo da interaccdo com a
respectiva molibdoenzima torna este projecto muito desafiante por isso, termino esta dissertacédo
com o desejo de o poder continuar.
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Figura 7.1. Representagdo esquematica dos sete sistemas cristalinos.
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Tabela 7.1. Composigdo dos meios de cultura utilizados para um litro de crescimento de E. coli. # Os
meios foram preparados com agua destilada e o pH ajustado para 7,5. Foram de seguida autoclavados a 120 ‘C
durante 20 minutos.

LB com peptona® LB com triptona®
10 g de peptona 10 g de triptona
5 g de extracto de levedura 5 g de extracto de levedura
5 g NaCl 10 g NaCl
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Tabela 7.2. Composicéo das 80 solucdes baseadas no screen de Jancarik et al. [77]

. 0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Cloreto de célcio; 30% MPD

.0,1 M MES pH=6,5; 1 M Tartarato de potassio/sadio;

. 0,4 M Fosfato de amoénio

. 0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 3 M Sulfato de amoénio

. 0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K

. 0,1 M HEPES pH=7,5; 1,2 M Citrato de sédio

. 0,2 M Citrato de sédio

1
2
3
4
5. 0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Citrato de sédio; 30% MPD
6
7
8
9

. 0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2 M Acetato de amadnio; 30% PEG 400

10. 0,1 M Acetato pH=4,5; 1,5 M Fosfato de aménio

11. 0,1 M HEPES pH=7,5; 1,5 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 1,5 M Fosfato hidrogénio di-

sadio; 0,2 M Sulfato de aménio

12. 0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Citrato de sédio; 20% PEG 400

13. 0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de calcio; 25% PEG 4K

14. 0,1 M MES pH=6,5; 0,1 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 8K

15. 0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2M Sulfato de litio; 30% PEG 4K

16. 0,1 M Acetato pH=4,5; 1 M Sulfato de litio

17. 0,1 M Tris-HCI pH=7,5; 0,2 M Fosfato de amaénio; 30% MPD

18. 0,1 M Tris-HCI pH=7,5; 0,2 M Acetato de amoénio; 1,5 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 1,5 M

Fosfato dihidrogénio de s6dio

19. 0,1 M Citrato pH=5,5; 0,1 M Sulfato de aménio; 30% PEG 8K

20. 0,1 M MES pH=6,5; 30% MPD

21.0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% PEG 4K

22.0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Acetato de sédio; 30% PEG 4K

23. 0,1 M Tris-HCI pH=7,5; 1 M Tartarato de potassio/sédio;

24. 0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Cloreto de célcio

25. 0,1 M Citrato pH=5,5; 0,5 M Acetato de amaénio; 30% MPD

26. 0,1 M MES pH=6,5; 2 M Acetato de sbédio

27.0,1 M MES pH=6,5; 0,2 M Tartarato de potassio/sddio; 30% PEG 8K

28. 0,1 M HEPES pH=7,5; 1 M Tartarato de potassio/sédio

29. 0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 400

30. 0,1 M HEPES pH=7,5; 0,1 M Sulfato de aménio; 20% PEG 4K

31.0,1 M MES pH=6,5; 2 M Sulfato de amonio
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32.

0,1 M MES pH=6,5; 0,2 M Cloreto de sddio; 30% Etanol

33.

0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% Etanol

34.

0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Acetato de amonio; 30% Etanol

35.

0,1 M Acetato pH=4,5; 0.2 M Cloreto de calcio; 30% Etanol

36.

0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Acetato de sodio; 30% Etanol

37.

0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de magnésio; 30% Isopropanol

38.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 30% MPD

39.

0,1 M Acetato pH=4,5; 2 M Formato de sédio

40.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Citrato de sodio; 40% Isopropanol

41.

0,1 M HEPES pH=7,5; 20% PEG 400; 10% Isopropanol

42.

0,1 M HEPES pH=7,5; 1 M Sulfato de litio

43.

0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Sulfato de litio; 30% PEG 4K

44,

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Sulfato de aménio; 30% PEG 6K

45,

0,1 M Acetato pH=4,5; 1,5 M Acetato de sodio

46.

0,1 M Citrato de sddio; 1 M Fosfato dihidrogénio de amoénio

47.

4M Formato de sédio

48.

0,1 M HEPES pH=7,5; 1,2 M Citrato de sédio

49,

0,4 M Tartarato de potassio/sédio

50.

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

51.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 1,4 M Acetato de sodio

52.

0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2 M Acetato de amoénio; 30% PEG 4K

53.

0,1 M Citrato pH=4,5; 0,2 M Acetato de amoénio 30% PEG 4K

54.

0,1 M HEPES pH=7,5; 0,2 M Cloreto de calcio; 28% PEG 400

55.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Sulfato de amoénio; 30% PEG 8K

56.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de magnésio; 30% PEG 8K

57.

0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 0,2 M Acetato hidrogénio de amonio; 30% Isopropanol

58.

0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Sulfato de aménio; 25% PEG 4K

59.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de magnésio; 30% MPD

60.

0,1 M Acetato pH=4,5; 0,2 M Cloreto de calcio; 20 % Isopropanol

61.

0,1 M Imidazol pH=7; 1 M Acetato de sodio;

62.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Citrato de sddio; 20 % Isopropanol

63.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de sodio; 30% PEG 8K

64.

0,2 M Sulfato de amoénio; 30% PEG 8K

65.

0,2 M Sulfato de amoénio; 30% PEG 4K
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66. 0,1 M HEPES pH=7,5; 1,6 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 1,6 M Fosfato dihidrogénio de
sodio
67. 0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 8% PEG 8K

68.

0,1 M Acetato pH=4,5; 8% PEG 4K

69.

0,1 M HEPES pH=7,5; 1,8 M Fosfato dihidrogénio de amonio; 2% PEG 400

70.

0,1 M Citrato pH=5,5; 20% PEG 4K; 20 % Isopropanol

71.

0,05 M Fosfato hidrogénio di-potassio; 20% PEG 8K

72.

30% PEG 1K

73.

0,2 M Formato de magnésio

74.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de zinco; 18% PEG 8K

75.

0,1 M Cacodilato pH=6,5; 0,2 M Acetato de calcio; 18% PEG 8K

76.

0,1 M Acetato pH=4,5; 2 M Sulfato de aménio

7.

0,1 M Tris-HCI pH=8,5; 2 M Sulfato de amdnio

78.

1 M Sulfato de litio; 2% PEG 8K

79.

0,5 M Sulfato de litio; 18% PEG 8K

80.

0,1 M Citrato pH=5,5; 0,2 M Acetato de amoénio; 20 % PEG 4K; 20 % Isopropanol
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Tabela 7.3. Composicao do screen utilizado para os ensaios de thermofluor.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
100 mM | 100 mM
100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM | 100 mM
Fosfato Fosfato
A MOPS Bis-Tris | Bis-Tris | HEPES | HEPES | HEPES MES MES Tris Tris
de sbdio | de sbdio
pH 7,0 pH 5,5 pH 7,0 pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5 pH 5,5 pH 6,5 pH 7,5 pH 8,5
pH 6,2 pH 8,0
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2
B e e e e e e e e e e e e
150mM 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM | 150 mM | 150 mM | 150 mM | 150 mM | 150 mM
NacCl NacCl NacCl NacCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NacCl NaCl NaCl
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All Al2
c e e e e e e e e e e e e
500mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM | 500 mM
NacCl NacCl NacCl NacCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
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Figura 7.2. Cromatografia de exclusdo molecular da proteina PaoD. O pico aos 10,62 mL corresponde

ao peso molecular de 73 kDa. Utilizou-se uma coluna Superdex 75 (GE Healthcare) e o tampéo de equilibragdo
com 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM NaCl e 1 mM EDTA. A identifica¢gdo de cada pico foi determinada por
comparacao com o standard de exclusédo molecular (Biorad).
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