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RESUMO

Furtado, N. F. Explorando novas facetas da interacdo entre a enzim a
clorocatecol 1,2-dioxigenase e seus ligantes. 2014. 90f. Mestrado. Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o
Preto, 2014.

O uso intensivo de produtos organoclorados contendo estruturas aromaticas
em sua composicao tem crescido de forma rapida nos ultimos anos em face de sua
ampla utilizacdo em vérios setores da industria moderna. A decomposi¢cédo de tais
compostos é lenta, dada sua grande estabilidade quimica, tornando-os poluentes
recorrentes do meio-ambiente. Diferentes estratégias estdo disponiveis para tentar
solucionar este problema. Os chamados processos de bioremediacdo estdo entre
elas e vem ganhando espaco dentre as possiveis escolhas em face de sua maior
eficiéncia e por estarem baseados no uso de moléculas como enzimas, que nao
afetam o ambiente, para realizar a tarefa de degradacdo de substancias toxicas.
Neste contexto se coloca a enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas.
putida, alvo de estudos deste trabalho. Nosso grupo tem trabalhado no
entendimento do mecanismo de acdo da enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de
Pseudomonas. putida ha alguns anos ja que acreditamos que a utilizacdo de forma
mais eficiente e efetiva possivel da enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de
Pseudomonas. putida passa necessariamente pelo conhecimento acerca de
maneiras de controle da atividade enzimatica. Com isso, os resultados obtidos
consistiram na otimizacdo dos processos de expressao e purificagdo que permitiram
a obtencdo da proteina pura e com bom rendimento, ap0s mudanca no vetor de
expressdo. Foram feitos ensaios de atividade enzimatica com diferentes substratos e
desenvolvimento de um protocolo de caracterizacdo cinética, para assim avaliar a
existéncia de mecanismos de inibicdo/modulacdo da reacdo pelo substrato e/ou
produto. Andlise da estrutura secundaria por meio de dicroismo circular e dicroismo
circular com radiagdo sincrotron para avaliar a integridade estrutural frente da nova
construcdo. Também foram realizados testes para separacdo dos ligantes
enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida para analise em
espectrometro de massas afim de se identificar as moléculas anfipaticas que
podem estar presentes em seu sitio hidrofobico. Por fim, ensaios de interagédo
proteina-lipidio  utilizando calorimetria diferencial de varredura, ressonancia
paramagnética eletrénica e dicroismo circular indicam uma provavel interacdo com
modelos de membrana, principalmente, quando na presenca de PIP2
(fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato).

Palavras chave: Biorremediacdo, Pseudomonas putida, Clorocatecol 1,2-
dioxigenase, cinética enzimética, interagdo com membranas.



Abstratct

Furtado, N. F. Exploring new facets of the interaction between the enzyme
chlorocatechol 1,2-dioxygenase and its ligands. 2014. 90p. Mestrado. Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2014.

The use of chlorinated compounds bearing aromatic structures in their chemical
composition has quickly grown in the last few years due to their general presence in
processes of modern industry. The degradation of such compounds is slow, due to
their high chemical stability, thus making them frequent polutants of the environment.
Different strategies to tackle this problem are available. The so-called bioremediation
methods are among those strategies and have been gaining many applications
because of their higher efficiency and due to the use of enzymes, which do not affect
the environment, to perform the degradation task. Chlorocatechol 1,2-dioxygenase
from Pseudomonas putida is one of those enzymes and is the object of study of this
project. Our group has been working on understanding the mechanism of action of
Chlorocatechol 1,2-dioxygenase from Pseudomonas putida since we believe that a
more efficient use of Chlorocatechol 1,2-dioxygenase from Pseudomonas putida
necessarily involves knowledge about ways of controlling the enzymatic activity.
Thus, our results consisted in the optimization of the expression and purification
protocols that allow the production of pure protein in high yields after changing its
expression vector. Assays of enzyme activity with different substrates and
development of a protocol for kinetic characterization was also done to assess the
existence of mechanisms of inhibition/modulation of the reaction by the substrate
and/or product. Analysis of the secondary structure by circular dichroism and
synchrotron radiation circular dichroism was also performed to assess the integrity of
the new construction. Tests were also carried out to separate the amphipatic ligands
present in the Chlorocatechol 1,2-dioxygenase from Pseudomonas putida structure
for analysis in a mass spectrometer in order to identify which kind of amphipathic
molecule may be present in enzyme hydrophobic site. Finally, lipid-protein
interactions were investigated by means of differential scanning calorimetry, electron
paramagnetic resonance and circular dichroism. The results indicated a potential
interaction with model membranes, especially in the presence of PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate).

Keywords: Bioremediation, Pseudomonas putida, chlorocatechol 1,2-dioxygenase
enzyme kinetics, interaction with membranes.
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1. INTRODUCAO

Compostos aromaticos halogenados sdo contaminantes ambientais
resultantes do uso generalizado de solventes, herbicidas, inseticidas, fungicidas e
plastificantes [1]. Muitos destes compostos persistem no ambiente devido a sua
natureza recalcitrante. Atualmente ha uma grande preocupacao sobre 0s perigosos
efeitos dos xenobidticos aromaticos no ecossistema natural, jA que sua toxicidade
pode causar grandes efeitos nos organismos vivos, incluindo os humanos, podendo
levar a sérios disturbios e efeitos mutagénicos para o desenvolvimento e reproducao
[2]. Devido a isso, cresceu a busca por formas alternativas de descontaminacao do
meio ambiente através da eliminacdo de moléculas de dificil degradacéo.

Uma metodologia que tem assumido relevante papel para eliminagéo destes
compostos € a bioremediagdo, uma técnica biotecnolégica muito utilizada devido a
sua eficiéncia na eliminacdo de contaminantes do ambiente, como o0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), utilizando microrganismos, naturais
ou geneticamente modificados [3]. Os HAPs sdo compostos quimicos constituidos
de carbono e hidrogénio, arranjados na forma de anéis aromaticos. Devido a sua
lipossolubilidade celular, esses compostos podem ser absorvidos via inalacao,
exposicao oral e dermal, assim ocorrendo acumulo nos tecidos adiposos [4]. Mais
especificamente, bioremediacdo é 0 processo nos quais organismos Vivos capazes
de metabolizar esses compostos sdo utilizados para remover ou diminuir a
quantidade de poluentes em uma dada situacao, transformando-os em substancias
inertes [4, 5]. Apesar de existirem formas tradicionais de descontaminacao, tais
como a remocédo, alteracdo e isolamento do composto, a escavacdo de solos
contaminados e incineracdo, o processo bioldégico tem se mostrado como uma
alternativa ecologicamente correta e eficaz [6]. Entre os microrganismos utilizados
estdo as bactérias dos géneros Pseudébmonas, Aeromonas, Beijerinckia,
Flavobacterium, Nocardia, Corynebacterium, Sphingomonas, Mycobacterium,
Stenotrophomonas, Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, dentre
outras [5].

Para ter a energia necessaria para seu crescimento e fazer uso desses

compostos como fonte de carbono e, consequentemente, para que consigam



sobreviver nesses solos poluidos promovendo a sua descontaminacao, € necessario
gue 0s microrganismos possuam enzimas que transformem as complexas moléculas
de HAPs em intermediarios comuns das suas rotas metabdlicas. Dentre as vias
metabdlicas de degradacdo, umas das mais estudadas sdo as do metabolismo
aerodbico realizado pelas bactérias e fungos [4].

Algumas bactérias aerdbicas possuem mecanismos cataliticos que permitem
a degradacao de cloroaromaticos através de uma via que tem o clorocatecol como
intermediario central [7]. Como mencionado anteriormente, em cada um desses
organismos enzimas s&o responsaveis pela cascata de reac¢des, conhecida como
funil metabdlico (Figura 1), que culmina em um intermedidrio metabdlico comum,
finalmente degradado (ou processado). As enzimas dioxigenases fazem parte desse
processo, sendo responsaveis pela degradacdo de metabdlitos aromaticos [8]. Sua
funcdo e o potencial uso em aplicacdes biotecnoldgicas tém tornado as dioxigenases
alvo de vérios estudos que podem levar a um melhor entendimento e controle de

sua atividade catalitica [9, 10].
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Figura 1 - Funil de degradacdo bacteriana de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS).
Adaptada de Bonalumi [11].

1.1 Dioxigenases

O uso de enzimas microbianas para degradacdo de compostos toxicos
organicos como os HAPs tem apresentado excelentes resultados na limpeza de
diferentes ambientes [12]. Dentre 0S microrganismos responsaveis pela
biodegradacdo e decomposicdo de compostos, muito dos quais poluentes
industriais, esta a bactéria Pseudomonas putida (Pp). Esta € uma bactéria Gram-
negativa capaz de crescer numa variedade de substratos organicos, podendo ser
encontrada no solo e na agua, apresentando uma grande diversidade metabdlica. P.

putida se utiliza de varias fontes de carbono, incluindo moléculas que poucos



organismos podem degradar o que torna esses organismos importantes para
processos de biorremediacao [13].

Dioxigenase € uma classe de enzimas dependentes de ferro ndo-heme que
desenvolvem um papel central no chamado funil metabdlico para degradacdo de
compostos aromaticos que possuem um metabolito intermediario comum, o catecol
ou um de seus derivados. As dioxigenases podem ser divididas em duas classes
dependendo de como clivam a estrutura aromatica. A diferenca na especificidade de
clivagem do anel é tipicamente usada para classificar as catecol dioxigenases em
dois grupos: enzimas de clivagem intradiol ou extradiol, sendo que a clivagem

extradiol pode ser dividida em extradiol distal e proximal (Figura 2).

OH

——OH

C

Figura 2 - Representacdo dos trés modos de clivagem da catecol; (a) clivagem intradiol, (b) clivagem
extradiol proximal e (c) clivagem extradiol distal. Figura adaptada da referéncia [14].

Em particular, clorocatecol dioxigenases (CCDs) sdo enzimas chave no
metabolismo aerobio intradiol da estrutura aromatica da molécula de catecol
(diidroxibenzeno) ou seus derivados como o clorocatecol e o0 metilcatecol.
Clorocatecol dioxigenases catalisam a adicdo de um oxigénio molecular ao catecol e
seus derivados, com a subsequente clivagem do anel aromatico (Figura 2) [7]. No
processo de abertura do anel do composto aromatico, a enzima conta com a

presenca de um cofator, um ion ferro, sendo que nas dioxigenases intradiois o ion



estd em seu estado Fe(lll) e nas extradiois, Fe(ll) [7]. Estas duas categorias de
catecol dioxigenases apresentam diferencas fundamentais na composicdo de
subunidades, estrutura tridimensional geral, coordenacao de ferro e mecanismo de
reacao [15].

As dioxigenases intradidis podem, ainda, ser divididas em duas diferentes
familias estruturais: as enzimas catecol 1,2-dioxigenase (1,2-CTDs) e protocatecoato
3,4-dioxigenase (3,4-PCDs) [3, 16] (Figura 3). As 1,2-CTDs compreendem proteinas
compostas por duas subunidades homologas [a, Fe(lll)], que sdo arranjadas em
uma estrutura dimérica em que o ion de ferro encontra-se em uma simetria
bipiramidal trigonal coordenado por duas tirosinas, duas histidinas e um grupamento
hidréxido (Figura 4) (2Tyr, 2His, 10H) [17-23].

OH OH OH

Cl
OH HOOC OH OH
Catecol Protocatecoato

- o Clorocatecol
1,2-Dioxigenase 3,4-Dioxigenase

Dioxigenase

cl
COOH COOH
N — e S COOH

Figura 3 - Esquema de reacdes catalisadas por enzimas da familia das dioxigenases intradiéis. Figura
adaptada da referéncia [14].




Figura 4 - Coordenacgédo de residuos do sitio catalitico de Pp 1,2-CCD. O sitio catalitico possui um
nucleo de Fe** ligado a quatro residuos: Tyr-130, Tyr-164, His-188, His-190.

Comparando-se as atividades cataliticas de clorocatecol 1,2-dioxigenase (1,2-
CCD) e catecol 1,2-dioxigenase (1,2-CTD) verifica-se a diferenca quanto a
especificidade ao substrato, sendo a primeira enzima capaz de catalisar um intervalo
maior de substratos do que a ultima [14, 23]. A intrigante diferenca entre as
propriedades cataliticas da CCD e as demais dioxigenases é resultado de uma
mudanca fundamental no sitio catalitico da CCD onde esta localizado o ion Fe(lll). O
sitio de ligacdo do substrato das clorocatecol 1,2-dioxigenases apresenta
caracteristicas estéricas e eletrébnicas compativeis com a acomodacéao do atomo de
Cl do substrato, indicando possuir tamanho suficiente para seu ajuste. Pode, assim,
acomodar outros substituintes hidrofobicos, como o grupo metil em metilcatecol. Ja
nas catecol 1,2-dioxigenases, o sitio catalitico ndo estaria seletivamente adaptado a
ligacdo de CI, sendo, portanto, mais compacto e inacessivel aos substratos

halogenados.



A estrutura cristalografica da Pp 1,2-CCD foi recentemente determinada [24] e
foi confirmado que a unidade funcionalmente ativa € um dimero que lembra o
formato de um bumerangue (Figura 5) e em suas extremidades estéo localizados os

dominios cataliticos.

Figura 5 - Estrutura cristalografica de Pp 1,2-CCD mostrando as duas subunidades que formam o
dimero funcional. As esferas rosas representam os ions Fe(lll) presentes nos sitios ativos. Na regiao
central de hélices estdo representadas, ainda, as moléculas de fosfolipidios discutidas no texto.
Fonte: PDB, codigo de acesso 3THL1.

Ainda advindo de resultados estruturais, uma caracteristica comum a todas as
estruturas conhecidas até o momento de 1,2-CTDs e 1,2-CCDs é a presenca de um
tunel hidrofébico entre as duas subunidades do dimero (Figura 6) [11, 25-28]. Neste
tunel, se encontram ligadas moléculas que exibem caracteristicas comuns de
fosfolipidios e cuja composicéo e papel no processo catalitico ainda ndo estdao bem
determinados. Efeitos moduladores da atividade enzimatica tém sido propostos
como principal funcédo das moléculas de fosfolipidios [29], mas tal observacéo ainda

carece de mais resultados experimentais.



Figura 6 - Superficie da enzima Pp 1,2-CCD, mostrando o tinel hidrofébico entre as subunidades do
dimero, onde possivelmente se encontram moléculas de fosfolipidio. Figura adaptada da referéncia

[3].

Proteinas que ligam fosfolipidios sdao um importante componente de
sinalizac&o, trafico e metabolismo celular. E evidente que a disposi¢éo relativa das
duas cadeias de lipidios e a orientacdo da cabeca do lipidio variam bastante,
dependendo da configuracdo do bolsao de ligacdo [30]. Vetting e Ohlendorf 2000
[25] realizaram experimentos de espectrometria de massas da 1,2-CTD, por
Eletrospray, que indicou que a proteina purificada possui massa molecular por
mon6mero esperada de 34,341 kDa. Picos adicionais de 451,563 e 704 Da sugerem
a possibilidade de diferentes fosfolipidios ligarem ao mesmo tempo.

Micalella e colaboradores [26] mostraram através de experimentos de
espectrometria de massas MALDI-TOF que as moléculas anfipaticas extraidas do
tinel hidrofébico a partir da desnaturacdo da 1,2-CTD de A. radioresistens déao
origem a um espectro cujo pico mais intenso pode ser atribuido a fosfatidilinositois
(Pls). Este é um resultado muito interessante ja que Pls ndo sdo os fosfolipidios
mais abundantes em membranas da célula, mas tém papel conhecido em varios
processos celulares como: a producdo de mensageiros secundarios, por exemplo,
na ativacdo do receptor mediado pela fosfolipase C que catalisa a hidrélise de PIP;
para producdo de mensageiros secundarios tais como o DAG e o IP3 [31]; a
interacdo com citoesqueleto, onde a diminuicdo do nivel de PIP2 induz uma

liberacdo do citoesqueleto da membrana [32]; a ativacdo de enzimas, por meio



principalmente da fosforilacdo de PI4P (Fosfatidilinisitol 4-fosfato), onde a Pl4P 5-
quinase (PIP quinase) produz PIP, [33, 34]; a participacdo na endocitose e
exocitose.A respeito da exocitose, PIP, é encontrado em regifes “membranerafts”,
junto aos granulos de secrecdo [35]; e a respeito da endocitose, acredita-se que
possa haver PIP, em regides superficiais da membrana plasmatica [36]; a
segmentacdo de membranas, a membrana de ancoragem simplesmente facilita a
interacdo do dominio catalitico de PLC (phospholipase C) com o substrato PIP;
ligado & membrana [37, 38].

A descoberta de que 1,2-CTD liga fosfolipidio sugere que ele pode modular a
atividade de 1,2-CTD ou que 1,2-CTD pode participar na alteracdo da bicamada
fosfolipidica em resposta a niveis toxicos de hidrocarbonetos aromaticos. Além
disso, os complexos proporcionam informacgdes importantes sobre quais residuos
particulares sdo importantes para as diferentes especificidades de substrato das
enzimas da familia 1,2-CTD [25].

Um maior entendimento do mecanismo catalitico de CCDs e de como
promover maneiras de controla-lo €, por conseguinte, altamente desejavel. Dentro
deste contexto, foi nosso objetivo no presente projeto investigar varias facetas da
atividade enzimatica da enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas
putida (Pp 1,2-CCD). Foi mostrado por nosso grupo em trabalhos anteriores, que a
Pp 1,2-CCD é capaz de ligar tanto moléculas de acido graxo quanto de fosfolipidio
[29] e que tais moléculas parecem modular a atividade catalitica. Além disso,
pudemos observar que tanto o produto da reacdo enzimética, o acido cis-cis-
muconico, quanto o substrato catecol exercem papel inibitério da catalise [13]. Mais
recentemente, nosso grupo submeteu a Pp 1,2-CCD a protocolos bem estabelecidos
de delipidacéo para remocao das moléculas de fosfolipidio com subsequente medida
da cinética enzimatica frente ao substrato catecol [15]. Nossos resultados mostram
qgue o perfil catalitico da enzima é alterado na auséncia das moléculas anfipaticas e
que isso pode ser potencialmente usado como mecanismo de controle da sua
atividade.

Uma das possibilidades aventadas no passado e também sugerida por outros
grupos € a de que a Pp 1,2-CCD poderia usar o processo de ligacdo a membranas
como uma acao de modulacdo de sua atividade catalitica. Experimentos anteriores
realizados em nosso grupo ndo mostraram sinais da existéncia de tais interacoes.

Entretanto, isto poderia ser devido ao fato de estarmos utilizando modelos
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lipossdmicos com composicao inadequada. Com a nova informacdo de que 1,2-
CTDs possam ter preferéncia por Pls e juntamente com o0s resultados dos
experimentos de espectrometria de massas, testaremos novas composicfes de
lipossomos agora incluindo Pls ou outros fosfolipidios que sejam identificados. Os
experimentos envolveram basicamente medidas de ressonancia magnética
eletrdnica (RME), de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e de dicroismo
circular (CD).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho de dissertacdo foi dar continuidade aos estudos ja
realizados em nosso grupo de pesquisa sobre o papel dos ligantes da Pp 1,2-CCD
sobre seu mecanismo de agao.

Os obijetivos especificos foram:

1. Otimizar a producao heterologa da enzima Pp 1,2-CCD;

2. Caracterizar o ligante natural da enzima Pp 1,2-CCD por espectrometria de
massas;

3. Realizar estudos de cinética enzimatica via medidas espectrofotométricas,
utilizando diferentes substratos como o clorocatecol e metilcatecol no lugar do
catecol e, assim, verificar se ha algum mecanismo de inibicdo também por estes
substratos;

4. Investigar o processo de uma possivel interacdo entre a Pp 1,2-CCD e

modelos de membrana bioldgica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Expresséo

3.1.1 Linhagens de Escherichia coli e plasmideos utilizados para expressao

proteica

Foram utilizadas duas linhagens distintas de E. coli. A linhagem DH5a
(Invitrogen) foi utilizada para a propagacéo e manutencao dos vetores plasmidiais. A
linhagem BL21(DE3) (Novagen) foi utilizada para expressdo das proteinas
recombinantes. Esta linhagem além de ser deficiente nas proteases lon e omp T,
fator que as torna adequadas para expressdo de proteinas recombinantes [39],
possui também uma cépia integrada do gene da RNA polimerase do bacteriéfago
T7, sob o controle do promotor lac UV5, induzivel por IPTG. Para expressado da
proteina de interesse o sistema pET (Novagen) foi escolhido, pois este sistema
confere, em geral, uma alta eficiéncia na producédo de proteinas recombinantes em

E. coli.

3.1.2 Subclonagem de Pp 1,2-CCD

O gene clcA (7474 pb), foi clonado no vetor PTYB2 (New England Biolabs
Inc.) resultando na construcdo denominada pTYBCLCA utilizada para expressao
heter6loga da proteina clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida em
Escherichia coli, construcdo esta, cedida pela Prof(a). Dr(a). Ana Paula Ulian de
Araujo do Grupo de Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas do Instituto de Fisica de
Séao Carlos (IFSC/USP). A sequéncia de Pp 1,2-CCD foi amplificada por PCR a patrtir

dos plasmideos recombinantes moldes. Para a reacédo de PCR foram utilizados 100
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ng de DNA molde, juntamente com 10 pM dos oligonucleotideos
CCD_pETSUMO_EcoRI_Fw (5'GCGAATTCATGGATAAACGAGTTGCCGAGG) e
CCD_pETSUMO_Xhol_Rev (5’'GCCTCGAGTCATGCCACTGTCTCCGTAGC), 0,2
mM de dNTPs, 2,5 unidades de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen), 5
puL de 10X PCR Buffer - MgCl, (Fermentas), 1,5 mM MgCl, e agua para completar o
volume final da reagéo, 50 pL. A reacdo de PCR foi realizada em um termociclador
(Mastercicler gradient Eppendorf) e o ciclo da reacéo utilizado para amplificacao foi:
2 minutos a 94°C, seguidos por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
55°C e 60 segundos a 72°C, finalizando com 10 minutos a 72°C. O tamanho do
produto de PCR amplificado (783pb) foi verificado por eletroforese em gel de
agarose.

ApOs a eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TAE [1X], os produtos
de PCR referentes a Pp 1,2-CCD foram purificados utilizando-se o kit Wizard SV gel
and PCR clean-up System (Promega), segundo as recomendacdes do fabricante.
Os produtos purificados foram inseridos no plasmideo pGem (InsT/Aclone™ PCR
ProductCloning Kit- Fermentas), que foi propagado em células de E. coli DH5a. As
colonias transformantes foram cultivadas em meio LB-agar contendo 0,5 mM de
IPTG; 0,1 mg/mL de X-gal; 0,1 mg/mL de ampicilina, a 37°C, por 16 horas. Das
coldnias selecionadas, identificadas visualmente pela coloracdo branca, o DNA
plasmidial foi extraido por lise alcalina e submetido a analise do padréo de restricao
com as enzimas Xhol e EcoRI. A confirmagcdo dos clones positivos e andlise da
fidelidade das sequéncias foram validadas por sequenciamento, realizado em um
sequenciador automatico Genetic Analyzer 3130 (Lifetechnologies), segundo
instrucdes do fabricante, realizado no Grupo de Biofisica Molecular Sérgio
Mascarenhas do IFSC, USP.

3.1.3 Subclonagem dos genes de interesse em vetor de expressao

Confirmada a fidelidade da sequéncia, o gene que codifica a Pp 1,2-CCD foi
subclonado no vetor de expressdo pETSumo. O vetor de propagagao contendo o
DNA de interesse e o0 vetor de expressdo pETSumo (Novagen) foram digeridos
simultaneamente com as endonucleases de restricdo Xhol e EcoRl, purificados por
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eletroforese, seguida por extracdo em gel com o kit Wizard SV gel and PCR clean-
up system (Promega). Apds a purificacdo e quantificacdo, o inserto foi misturado
com o plasmideo linearizado (razdo molar de vetor e inserto 1:5) para ligacéo
utilizando a enzima T4 DNA ligase (Fermentas), por 12 horas a 4°C. A propagacao
dos plasmideos recombinantes foi realizada pela transformacéo de células de E. coli
DH5a, competentes por cloreto de calcio [40]. As colbnias transformantes foram
selecionadas pela resisténcia ao antibiotico especifico (30 ug/mL de canamicina).

Novamente, os clones positivos foram confirmados por sequenciamento.

3.1.4 Expresséo das proteinas recombinantes

Os plasmideos recombinantes produzidos a partir da insercdo do DNA de
interesse no vetor de expressdo foram utilizados para a transformacéo de células de
E. coli BL21(DE3), competentes por cloreto de calcio [41]. Testes de expressao
foram realizados a fim de se determinar as condi¢cbes ideais de temperatura,
concentracdo de agente indutor IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e tempo
de indugcdo para expressdo de Pp 1,2-CCD. As condicOes otimizadas para
expressdo das proteinas recombinantes estdo descritas a seguir. As colbnias
transformantes foram inoculadas em meio LB, contendo o antibiético canamicina na
concentracdo de 30 pg/mL, crescidas a 37°C, sob agitacdo constante de 220 rpm
por 16 horas. Este pre-indculo foi utilizado para propagacgéo celular em 1000 mL de
meio LB liquido contendo 0,35 g/l de sulfato ferroso e o antibiético especifico, na
proporcao de 1:100. As células foram cultivadas até a cultura atingir uma densidade
optica (DO), medida em 600 nm, de 0,8. A seguir induziu-se a expressao das
proteinas com 0,5 mM de IPTG e o crescimento foi mantido 16 horas a 37°C. Ao
final da inducéo, a cultura foi centrifugada a 7.000 xg em centrifuga SorvallLegendXT
da ThermoScientific Rotor Fiber Lite F14-6X 250 LE durante 20 minutos a 6°C, as
células sedimentadas foram estocadas a -20 °C ou usadas em sequéncia para o

preparo do extrato proteico.
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3.2  Purificagéo das proteinas recombinantes

3.2.1 Lise celular e andlise da solubidade de Pp 1,2-CCD

As células foram ressuspensas em tampéo contendo 20 mM de Tris pH 8,
250 mM de NaCl e 0,5 mM de PMSF, na propor¢cdo de 10 mL de tampéo para
células provenientes de 500 mL de cultura. A lise celular foi realizada em aliquotas
de 10 mL por sonicagdo, SonicDismembrator modelo 500 (Fisher Scientific),
operando em uma poténcia de 50%, por sete ciclos de 30 segundos com intervalos
regulares de 30 segundos de repouso, em gelo. Todo o procedimento de
descongelamento e lise celular foi realizado a baixa temperatura, mantendo-se 0s
frascos em gelo. O extrato resultante foi centrifugado a 11.000 xg por 20 minutos, a
6°C possibilitando a separacdo da fracdo insollvel da fracdo sollvel. Aliquotas de

ambos foram retiradas e submetidas a anéalise em SDS-PAGE 15%.

3.2.2 Purificacdo de Pp 1,2-CCD

A purificagdo de Pp 1,2-CCD empregada para a separagcao dos
contaminantes consistiu de uma cromatografia por afinidade. A fase estacionaria
utilizada foi uma resina de niquel, tendo sido a coluna equilibrada com tampé&o de
ressuspensdo. A fracdo soluvel foi aplicada na coluna e deixada sob agitacdo
branda em mesa agitadora por 1 hora para que se aumentasse a interacao proteina-
resina; o nao ligado foi eluido e, em seguida, foram feitas as seguintes elui¢des: 1)
40 mL de tampé&o (20 mM tris e 250 mMNaCl pH 8,0) sem imidazol; 2) 40 mL de
tampao com 20 mM de imidazol; 3) 20 mL de tamp&o com 40 mM de imidazol; 4) 20
mL de tamp&o com 60 mM de imidazol; 5) 10 mL de tamp&o com 80 mM de
imidazol; 6) 10 mL de tamp&o com 250 mM de imidazol; 7) 20 mL de solucdo 1 M de

imidazol.
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Aliquotas para SDS-PAGE foram retiradas a cada eluicdo. Na amostra eluida
com 250 mM de imidazol (proteina eluida), foram adicionados 2 mg de ULP-1 para
clivagem e deixado por 16 horas a 8°C, fazendo-se troca do tampé&o (tris 20 mM pH
8 e NaCl 150 mM), troca feita por dialise utilizando membrana com poros de 10 KDa.
Apods dialise, a amostra foi recromatogradada em coluna de niquel pré-equilibrada
com tampao contendo tris 20 mM e NaCl 150 mM pH 8, para retirada da ULP-1 e

feito lavagens com tampéao + 40 mM de imidazol e tamp&o + 500 mM de imidazol.

3.2.3 Eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE)

Durante todas as etapas, desde a expressao até a fase final de purificacao
proteica, aliquotas foram reservadas e analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢cées desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando-se um sistema
vertical da DIGEL. As amostras proteicas foram ressuspensas em tampao de
amostra para SDS-PAGE contendo corante (azul de bromofenol) e B-mercaptoetanol
e fervidas por 5 minutos. A eletroforese foi realizada a 150 V até que o azul de
bromofenol atingisse o limite inferior do gel (cerca de 2 h). A coloracdo das bandas
proteicas foi feita por Coomassie Blue 0,2% (p/v) preparado em metanol 50% (v/v) e
acido acético 10% (v/v). Os marcadores de massa molecular (MM) utilizados foram:
albumina de soro bovino, BSA (66 kDa), ovalbumina, OVA (45 kDa), anidrase
carbénica bovina, ACB (30 kDa), inibidor de tripsina de soja, ITS (20,1 kDa) e
citocromo C, CIT-C (12,4 kDa) e marcador comercial Broad Range Protein Molecular
WeightMarkers (Promega) (massas moleculares 10, 15, 25, 35, 50, 75, 100, 150 e
225 kDa).

3.2.4 Determinagéo da concentragao de Pp 1,2-CCD

A concentracdo das proteinas recombinantes foi determinada com base na
absorcdo em comprimento de onda (A) de 280 nm, medido em um NanoDrop 2000
da ThermoScientific utilizando-se o0 coeficiente de extingdo molar tedérico (g)
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calculado a partir da composi¢cado dos residuos de aminoacidos de cada proteina
[41]. O coeficiente de extin¢cdo calculado para o0 monémero de Pp 1,2-CCD foi €280 =
1.190 Mt.cm™. Este célculo foi obtido através do programa ProtParam tool,
disponivel no  servidor Expasy (Expert Protein  Analysis  System,
http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) [42].

A lei de Beer-Lambert foi utilizada para realizar os calculos da concentragéao
proteica. Esta lei diz que quando uma luz de intensidade I, atinge a amostra e a
atravessa, a intensidade | da luz apos passar pela amostra esta relacionada com a
absorbancia por

A = log,o(Ip/1) = &-c-[2]
onde A é a absorbancia em 280 nm, ¢ é o coeficiente de extincdo (M* cm™), c é a

concentracéo (M) e | é o caminho 6tico (cm).

3.3  Estudos de Oligomerizagéo de Pp 1,2-CCD

3.3.1 Eletroforese em gel nativo

A separacdo de proteinas depende de varios fatores quando em condicdes
nativas, como tamanho, forma e carga nativa. A diferenga entre a eletroforese em
gel nativo e SDS-PAGE convencional € que na nativa ndo ha a adicdo de SDS e
agentes redutores e nem necessita fervura.

Esta técnica foi utilizada para determinacdo do estado oligomérico da
proteina. A proteina na concentracdo de 0,6 mg/ml foi aplicada em um gel nativo
com concentragdo de poliacrilamida de 15%. A eletroforese foi realizada até que o
azul de bromofenol atingisse o limite inferior do gel. A coloracdo das bandas
proteicas foi feita por Coomassie Blue 0,2% (p/v) preparado em metanol 50% (v/v) e
acido acético 10% (v/v). O marcadore de massa molecular (MM) utilizado foi o
marcador comercial Broad Range Protein Molecular WeightMarkers (Promega)
(massas moleculares 10, 15, 25, 35, 50, 75, 100, 150 e 225 kDa).
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3.3.2 Cromatografia de exclusdo molecular

Cromatografia de exclusdo molecular ou filtracdo em gel é uma técnica
conhecida por: separar proteinas que diferem em massa, diferentes populacdes
oligoméricas de uma proteina ou agregados proteicos.

A coluna de gel filtracdo Superdex 75 (10/300, GE Healthcare) foi utilizada
para avaliar e comparar o estado oligomérico da proteina Pp 1,2-CCD. A coluna foi
previamente equilibrada com tampé&o Tris 20 mM, NaCl 150 mM pH 8,0. A elui¢do da
amostra foi isocratica com 1,5 volumes de coluna sob uma taxa de fluxo de 0,5
ml/min e o volume de amostra injetado foi de 1 ml. A concentracdo de proteina
utilizada foi de 2 mg/ml.

A coluna foi equilibrada com o Kit de calibracdo de coluna gel filtracdo para
baixo peso (Gel Filtration Calibration Kits, GE Healthcare). Os padrdes: Conalbumina
(75 KDa), Ovalbumina (44 KDa), BSA (66,5 KDa) e Ribonuclease A (13,7 KDa)
foram preparados e aplicados separadamente na coluna. O Blue Dextran foi utilizado
para determinagdo do volume morto da coluna. Com os valores dos volumes de
eluicdo de cada proteina (Ve), foi possivel calcular os valores de K,, a partir de
Kav=(Ve — V0)/(V: — Vo), sendo que V; é o volume total da coluna. Os valores de K,
foram utilizados para constru¢do da curva de calibracéo, Ky, X log (MM) (logaritmo
da massa molecular de cada proteina), permitindo assim, calcular a massa

molecular da proteina de interesse por regresséao linear.

3.4 Analise estrutural

3.4.1 Obtencé&o dos espectros de CD para Pp 1,2-CCD

Os experimentos para analise da estrutura secundaria de Pp 1,2-CCD foram

realizados em um espectropolarimetro Jasco modelo J810 equipado com um
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sistema de controle de temperatura do tipo Peltier. A concentracao proteica utilizada
foi 0,0075 mg/ml e o tampéo utilizado foi tampao fosfato de sédio 20 mM pH 8,0. As
medidas foram realizadas com uma média de 5 acumulagbes, velocidade de
varredura igual a 50 nm.min™, em uma cubeta de quartzo retangular com caminho
otico de 1 cm. Os espectros originais passaram pelo processo de subtracdo das
contribuicdes do solvente e também foram tratados pela aplicagdo do algoritmo
Transformada Réapida de Fourier (FFT — Fast Fourier Transform) disponivel no

programa Origin 8.0, de modo a preservar as bandas tipicas.

3.4.2 Medidas de SRCD

Para o experimento de espectroscopia de dicroismo circular por radiacao
sincrotron (SRCD), a proteina foi purificada, dialisada contra um tampé&o tris 20 mM e
NaCl 50 mM, liofilizada e enviada para Alemanha onde a Doutoranda Patricia Suemy
Kumagai realizou as medidas. Foi realizado o desenovelamento térmico e medidas
de interacao com lipidios.

Os experimentos de SRCD foram realizados na linha UV-CD12 do laborat6rio
de luz sincrotron do ANKA - KIT (Karlsruhe, Alemanha). Os espectros foram
processados usando o software CDTools [43] incluindo subtracdo de linha de base e
média dos espectros. A concentracao da enzima utilizada para realizacdo do melting
foi 25 pM (0.7 mg/mL) solubilizada em tampé&o: 13.3 mM Tris, 33.3 mM NaCl, pH
8.00. Intervalo de temperatura 20 - 85°C, com variacdo 5°C a cada 5 minutos e
comprimento de onda variando 280 - 180 nm com intervalo de 0.5 nm, dwell time 1,5
s e 3 acumulacbes. As medidas foram realizadas em uma cela de quartzo
desmontavel (HellmaLtd, UK), caminho 6ptico 100 um. A intensidade do pico em 222
nm foi utilizado para o calculo de fracdo desnaturada (usando o programa Origin 8).

Experimento com lipidios: [CCD] = 0.5 mg/mL, razdo proteina:lipidio 1:100,
tampdao: 13.3 mM Tris, 33.3 mM NaCl, pH 8.00, T = 20°C, comprimento de onda: 280
- 170 nm, intervalo: 0.5 nm, dwell time: 1.5 s, acumulacbes: 3, cela de CaF,
desmontavel (Hellma Ltd, UK), caminho oOptico 10 pum. Vesiculas grande
unilamelares (LUVsS) compostas por POPC, POPG ou POPC/POPG foram
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preparadas no mesmo tampédo. CCD foi adicionado em cada composi¢éo de lipidios
na proporcao proteina/lipidio de 1:100.

3.5 Medidas de absorcédo optica

3.5.1 Cinética enzimética

O teste de atividade enzimética foi realizado em espectrofotdmetro
Ultroscopec 2100pro utilizando solugbes de trés diferentes substratos: catecol, 4-
clorocatecol, e 4-metilcatecol na concentracdo 316,4 uM; 0,5 ug de proteina foram
adicionados a cubeta Hellma de 10 mm contendo a solu¢do do substrato, que foi
homogeneizado e a degradacdo do substrato foi monitorada pela absorbancia do
produto da reacdo, em 260 nm, com 12 repeticbes para cada substrato nas
diferentes concentragdes, sendo que o intervalo de tempo para cada leitura foi de 10
segundos.

O experimento de cinética enzimatica foi feito em triplicata utilizando os
substratos j& mencionados anteriormente nas concentracdes 23,7, 31,6, 42,2, 56,3,
75,1, 100,1, 133,5, 178, 237,3, 316,4, 421,8, 562,5, 750 e 1000 pM, foi feito em 12
repeticbes com intervalo de 10 segundos. O programa utilizado para analise dos
dados obtidos foi Origin 8.0 e GraphPad Prism 5.

3.6  Espectrometria de massas

Apés a purificagdo enzimatica, foi retirado o sal da amostra utilizando um

concentrador de 10,000 MWCO da Millipore, deixando-a apenas em agua milli-Q. A
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enzima foi desnaturada por meio da adi¢cdo de 0,1% de acido formico e banho de
gelo por 30 minutos. Para separar a proteina de seus ligantes (componentes de
baixo peso), foi utilizado um concentrador de 3,000 MWCO da Millipore, a amostra
foi coletada e dividida, uma parte foi evaporada em Speedvac Concentrator — Savant
SPD121P - Thermo scientific por 3 horas e a outra parte jA em agua foram levadas
para analise no espectrometro de massas Bruker amaZon SL ESI (ElectroSpray
Injection Mass Spectrometry), com injecao direta, possuindo uma bomba Shimadzu
LC-10AD, em modo de deteccao positiva, localizado no Instituto de Quimica de
Araraquara - UNESP, no Departamento Bioguimica e Tecnologia Quimica, sob
supervisao e colaboracgéo do Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli.

3.7 Medidas de RPE

3.7.1 Preparo de micelas para experimento de RPE

Uma aliquota de cada solugdo estoque dos lipidios DPPG preparado em
cloroférmio:metanol (2:1) e do DPPC preparada somente em cloroférmio junto a
marcadores de spin (DOPTC, 5, 7 e 16-PCSL) foi colocada em tubo de vidro e
evaporada utilizando fluxo de gas nitrogénio para a formacgéo do filme. Em seguida,
foi colocada em ambiente de baixa pressdao num SpeedVacConcentrator
(ThermoScientific) por cerca de 2 horas para retirada de resquicios de solvente
organico. Posteriormente, os filmes foram hidratados com 200 pL de tampé&o tris 20
mM e NaCl 150 mM pH 8,0, incubados por 3 minutos em banho com temperatura de
44 °C, ressuspendidos utilizando vortex e extrusados por meio do extrusor Avant
Polar Lipids. As membranas utilizadas possuiam o tamanho de 0,1 pM -
NucleoporeTrack-Etechmembrane da Whatman. A enzima Pp 1,2-CCD foi
acrescentada as amostras de modo a se obter uma razdo molar lipidio: proteina
igual a 47 (marcadores 5 e 16-PCSL), 100 (marcador 7-PCSL) e 50 (marcador
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DOPTC). As amostras foram preparadas em duplicata. Cada amostra foi

homogeneizada e adicionada em um capilar utilizando uma seringa de vidro.

3.7.2 Experimento de RPE

Os experimentos de RPE foram realizados em banda X em um espectrometro
JEOL/JES-FA 200 a temperatura ambiente (~ 25°C). As amostras em um volume
final de 30 pL ja adicionadas em capilar foram adicionadas em tubo de quartzo e
colocadas na cavidade ressonante do espectrometro. As medidas foram realizadas a
uma poténcia de 10 mW.

3.8 Preparo de micelas para os experimentos de Dicroism o Circular
(CD) e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os filmes foram preparados segundo metodologia descrita no item 3.7.1. A
enzima Pp 1,2-CCD foi acrescentada as amostras de modo a se obter uma razao

molar lipidio: 100. Cada amostra foi homogeneizada e adicionada a cela do DSC.

3.8.1 Experimento de CD: medidas de interacdo com membranas biolégicas

Cada amostra foi homogeneizada e adicionada a cubeta da marca Hellma e
as medidas realizadas no espectropolarimetro Jasco modelo J810. A concentracao
proteica utilizada foi 0,2 mg/ml. As medidas foram realizadas com uma média de 5
acumulacées, velocidade de varredura igual a 50 nm.min?, em uma cubeta de
quartzo retangular com caminho 6tico de 1 mm. Os espectros originais passaram

pelo processo de subtracdo das contribuicbes do solvente e também foram tratados
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pela aplicacdo do algoritmo Transformada Réapida de Fourier (FFT — Fast Fourier
Transform) disponivel no programa Origin 8.0, de modo a preservar as bandas

tipicas.

3.8.2 Experimento de DSC

Os experimentos de DSC foram realizados em um equipamento Nano-
Differential Scanning Calorimeter Il modelo 6100. As amostras foram dissolvidas em
tampéo 20 mM Tris-HCI, 50 mM de NaCl, pH 8,0). As varreduras foram realizadas no
intervalo de 15-80 °C, com taxa de aquecimento de 0,5 °C/min e pressdo aplicada
em ambas as celas de 3,00 ATM. A guantidade de lipidio usada foi de 10 mM,
engquanto que a quantidade de enzima utilizada foi de 100 uM. Para evitar formacéo
de bolhas, a amostra foi degaseificada antes de serem injetadas na cela. Os dados

foram analisados no programa Cpcalc e Origin 8.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Clonagem de Pp 1,2-CCD

Para realizar a troca de vetor e clonagem do gene Pp 1,2-CCD foram
utilizados dois oligonucleotideos para amplificacdo do gene de interesse, o
CCD_pETSUMO_EcoRI_Fw com sitio de reconhecimento para endonuclease de
restricdo EcoRl e o CCD_pETSUMO_Xhol_Rev para a endonuclease Xhol. O gene
Pp 1,2-CCD foi amplificado por PCR a partir dos plasmideos recombinantes. Os
produtos amplificados, aproximadamente 783 pb, foram purificados por eletroforese
em gel de agarose 1%. O gene codificante para Pp 1,2-CCD foi inserido no
plasmideo pGem-T e propagado em células de E. coli DH5a. Dentre as colbnias
transformantes, os clones positivos foram confirmados por analise do padrdo de
restricdo como demonstrado por eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 7). A
validacdo destes clones e a analise da fidelidade da sequéncia foram feitas por
sequenciamento, confirmando assim o sucesso da clonagem.

Apos a validacéo da identidade sequencial, um clone do gene foi selecionado
para a subclonagem em vetor de expressdao pET SUMO. Para isto, o plasmideo
recombinante foi digerido com as endonucleases de restricdo (Xho | e EcoR 1), afim
de liberar o inserto (Pp 1,2-ccd). O vetor pET SUMO foi linearizado com as mesmas
enzimas de restricdo (Xho | e EcoR 1). O inserto Pp 1,2-CCD foi ligado no vetor de
expressdo pET SUMO previamente linearizado. Decorrido o tempo necessario para
a ligacao ocorrer, o plasmideo recombinante foi utilizado para transformar células de
E. coli DH5a, objetivando a propagacdo e manutencdo dos plasmideos
recombinantes. Col6nias transformantes foram selecionadas, seus plasmideos
extraidos e um novo sequenciamento confirmou a integridade das sequéncias de
interesse. Um clone positivo de cada construgcdo foi utilizado para transformar
células competentes de E. coli BL21(DE3) com intuito de realizar a expressdo das
proteinas recombinantes.

A escolha do vetor de expressdao pSUMO, que permite a expressdo da
proteina de interesse fusionada a uma proteina chamada pequeno modificador
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relacionada a ubiquitina  (small ubiquitin-related modifier), foi devido a sua
capacidade de aumentar os niveis de expressao, tornando a proteina de interesse
altamente solluvel e facilitando a clivagem pela alta especificidade da SUMO

protease.

pb
1300
- pp 1,2-ccd

750
500
250

Figura 7 - Amplificacdo do gene Pp 1,2-ccd. Produtos da PCR apds purificacdo - 1 corresponde ao
padrdo em pares de bases GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Promega) e 2 ao fragmento de DNA
amplificado.

4.2 Expressao da proteina recombinante

Sistemas de expresséo bacterianos sdo comumente utilizados para producao
de proteinas recombinantes tanto de origem eucarionte como procarionte, pois séo
relativamente de facil manipulacdo, facil crescimento e baixo custo [44]. Neste
trabalho, para a producdo da proteina recombinante utilizaram-se células de E. coli
BL21(DE3). Esta linhagem traz em seu genotipo o liségeno ADE3, cuja expressao da
T7 RNA polimerase estd sob o controle do promotor forte lacUV5. A adicdo do
agente indutor IPTG, induz a expressao da T7 RNA polimerase que reconhece o
promotor T7 e, consequentemente, permite a expressao do gene de interesse. Apos
a realizacao de diversos testes de expressédo, a condicdo mais eficiente frente aos
diversos parametros variados foi adicdo de 0,5 mM de IPTG, apoés a cultura atingir
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uma densidade 6ptica em 600 nm de 0,8, sendo que a expressao proteica foi feita
durante toda a noite (16 horas) a 20 °C. A Figura 8 mostra o resultado de
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% referente ao teste de expressédo de Pp
1,2-CCD. Observando a figura € nitido que o melhor tempo para expressao foi
durante 16 horas (coluna 7), verifica-se uma banda mais intensa e de massa
esperada para a Pp 1,2-CCD quando ainda ligada a Sumo, aproximadamente 45
KDa.

20

Figura 8 - Resultado dos testes de expressao da Pp 1,2-CCD viasualizados por eletroforese em gel
de poliacrilamida referente: 1 -marcador de massa molecular, 2 - antes da adicdo do agente indutor
(IPTG), 3 - uma hora de expresséo, 4 - duas horas de expresséo, 5 - trés horas de expresséo, 6 -
guatro horas de expressao, 7 - expressao 16 horas a 20°C com agitacdo de 220 rpm, sendo a D.O.
para cada amostra igual 0,9.

4.3 Purificacdo de Pp 1,2-CCD

Anteriormente na construgéo da Pp 1,2-CCD o protocolo de purificagao era
extenso, laborioso e proporcionava baixo rendimento. Com a nova construgao da Pp
1,2-CCD em pET SUMO, um novo protocolo de purificacdo foi estabelecido
utilizando cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA, melhorando o tempo de
purificagdo e o rendimento final que passou de 10 mg/L para 20 mg/L por litro de
cultura. Apéds as eluicdes, verifica-se que a quantidade de proteina obtida ao final do
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processo de purificacdo é satisfatoria e suficiente para os estudos programados. Isto
€, quando se compara a purificacdo antes da mudanca do vetor de expresséo
(Figura 9) e a nova construcdo (Figura 10b) , verifica-se que a banda da proteina
clivada ndo possuia 0 mesmo grau de pureza (anteriormente havia um contaminante
gue sempre estava presente) além de possuir um rendimento menor (banda com
menor intensidade). Pelo gel de purificacdo apresentado na Figura 10, é possivel
notar que a proteina é soluvel (banda intensa na coluna 3 — sobrenadante) e que ao
final de todo o processo de purificacdo a Pp 1,2-CCD apresenta um alto grau de
pureza, condicdo fundamental para a realizacdo de estudos cinéticos e de

espectroscopia.
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Figura 9 - Resultados da purificacdo de Pp 1,2-CCD visualizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida; purificacdo Pp 1,2-CCD em resina de quitina, Raia 1 — marcador de massa molecular,
2 — antes da adicdo do agente indutor (IPTG), 3 — apds adicao do agente indutor (IPTG), 4 — pellet
(ap0s centrifugacéo lisado), 5 — sobrenadante (lisado), 6 — void (nao ligado), 7 — lavagem com tampéao
de ressuspenséao (tampédo 20 mM Tris, 500 mM NaCl e 0,5 mM PMSF), 8 — lavagem com tamp&o de
clivagem (tampao 20 mM Tris, 50 mM NaCl, 30 mM DTT e 20 uM PMSF) e 9 — eluicdo proteina
clivada.
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Figura 10 - Resultados da purificacdo de Pp 1,2-CCD visualizados por eletroforese em gel de
poliacrilamida: a) Teste de solubilidade da Pp 1,2-CCD.Raia 1 — marcador de massa molecular, 2 —
fracdo insollvel apés lise celular, 3 — fragao soluvel; b) Purificacdo da Pp 1,2-CCD em resina de Ni-
NTA. Raia 1 — marcador de massa molecular, 2 — eluicdo com 80 mM de imidazol, 3 - eluicdo com
250 mM de imidazol, 4 - eluigdo com 1 M de imidazol, 5 — amostra proteica ap6s clivagem.

4.4 Estudo de Oligomerizacao de Pp 1,2-CCD

A estrutura cristalografica de Pp 1,2-CCD determinada por Bonalumi 2011
[11] revelou que a estrutura quaternaria de 1,2-CCD € composta por duas
subunidades monomeéricas formando um dimero de massa molecular em torno de 60
kDa. O experimento de eletroforese em condi¢cdes ndo desnaturantes foi realizado
em um gel com uma concentracdo de poliacrilamida fixa de 15 % (Figura 12). De
acordo com ele, a proteina € dimérica, como esperado, também em solucao.

A cromatografia de exclusdo molecular também foi utilizada para avaliar o
estado oligomérico de Pp 1,2-CCD por meio do calculo de sua massa molecular.
Para determinacdo da massa molecular aparente e consequente determinacdo do
estado oligomérico da 1,2-CCD, utilizaram-se proteinas que possuem massas
moleculares conhecidas.

A massa molecular aparente de Pp 1,2-CCD foi obtida pela construcéo de
uma curva de calibracdo usando o coeficiente de particdo (Ka,) versus o logaritmo da
massa molecular de cada proteina padréo. A Figura 11 mostra, respectivamente, 0s
perfis de eluicdo (a) e a curva de calibracdo (b) de cada proteina padréo e, na Figura
12, se vé o perfil de eluicdo de Pp 1,2-CCD. O valor de massa molecular aparente
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determinado foi de 67,6 kDa. A diferenca entre o valor experimental e tedérico foi de
11%, diferenca aceitavel e que esta dentro do erro esperado para esta técnica, pois
cromatografia de exclusdo molecular € uma técnica de baixa resolugdo. A

cromatografia de exclusdo molecular pode, geralmente, apresentar uma diferenca de
10 a 20% no tamanho esperado. [45]
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Figura 11 - a) Perfil de eluicdo dos marcadores moleculares obtidos com a calibracdo da coluna
Superdex 75 (10/300) (GE), b) Regresséo linear para determinacdo da funcdo que correlaciona
massa molecular com volume de eluicdo dos padrfes aplicados na coluna Superdex 75 (10/300).

Log (MM) = logaritmo da massa molecular. Ky, = (Ve — Vo)/(V; — Vo), onde V. é o volume de eluigao, V,
€ o volume de exclusao e V, é o volume total da coluna.
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Figura 12 - Perfil de eluicdo da Pp 1,2-CCD em coluna Superdex 75 (10/300), equilibrada com
tampdo Tris 20 mM, NaCl 150 mM em pH 8,0 e gel de eletroforese em poliacrilamida nao
desnaturante mostrando a banda da proteina.

4.5 Caracterizacdo estrutural de Pp 1,2-CCD

Uma analise conformacional da estrutura da Pp 1,2-CCD foi feita utilizando-se
a espectroscopia de dicroismo circular (CD). CD é uma técnica espectroscopica que
utiliza a interacdo diferencial de moléculas com a luz circularmente polarizada,
fendmeno este que consiste na absorcao diferencial da luz circularmente polarizada
a esquerda e a direita por uma molécula quiral (opticamente ativa) [46]. E uma
técnica que permite determinar e monitorar mudancgas estruturais de biomoléculas,
gue sao repletas de centros quirais. Uma das vantagens desta técnica € que, em
solucéo, varios aspectos da estrutura proteica podem ser medidos e o conteldo total
de estrutura secundaria de proteinas pode ser avaliado quantitativamente [46]. Esta
técnica € muito utilizada para estudo das mudancgas conformacionais, vizinhangas
locais, interacbes de ligantes com a proteina, desnaturagdo e renaturacdo de
proteinas e também em estimativas do conteddo das fracbes de estruturas

secundarias [47].



Em proteinas, os croméforos de interesse incluem a ligacdo peptidica
(absorcéo abaixo de 240 nm), as cadeias laterais de aminoacidos aromaticos (de
absorcao no intervalo de 260-320 nm) e as ligacdes dissulfeto (bandas de absorcéo
fracas centradas em torno de 260 nm) [48]. O espectro UV distante de uma proteina
com estruturas em a-hélice é caracterizado por trés bandas: uma banda negativa em
~222 nm atribuida a transicdo n—-> 1 do momento de dipolo associado a ligacéo
peptidica; outra banda negativa de intensidade similar em ~208 nm e uma forte
banda positiva em ~192 nm, que sdo atribuidas a transicdo T->T* paralela e
perpendicular ao eixo da hélice, respectivamente. Os diferentes tipos de estrutura
secundaria regular encontrados em proteinas dao origem a espectros de CD no UV
distante (Figura 13). As estimativas de conteddo de estrutura secundaria séo
significativamente mais confidveis se os dados de CD forem obtidos na regido do UV
distante (170 nm e abaixo), dados estes que podem ser obtidos através do uso de

radiacao sincrotron em experimentos de CD (SRCD) [48].
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Figura 13 - Espectros de CD no UV distante associados a diversos tipos de estrutura secundaria.
Linha sélida a-hélice; linha tracejada, folha-f3 antiparalela; voltas B tipo I; linha pontilhada, tipo I; linha
tracejada cruzada, 3;-hélice; pequena linha tracejada, estrutura irregular. Adaptada de Kelly et al
(2005) [48].

As analises de dicroismo circular da Pp 1,2-CCD, como ja descrito

anteriormente em Materiais e Métodos, foram realizadas em tampao fosfato de sodio
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20 mM pH 8,0. Observando a Figura 14, verifica-se um espectro caracteristico de
proteinas com presenca significativa de estruturas em a-hélice com minimos tipicos
em 208 e 222 nm, resultado que pode ser confirmado através dos dados de
desconvolugao obtidos utilizando-se os programas Selcon3 e ContinLL do CDPRO
[49] e que apresentam os valores percentuais de a-hélice maiores que de folhas
(Tabela 1).

—— Espectro com corregao Experimental
—— Espectro original —— Teorica - Selcon3
—— Teorica - CDSSTR
—— Teorica - Contin

0,0

Ae (M'1 cm'1)
Ae (M'l cm'l)

-3,0 4 -3,0 4

200 ' 2;0 ' 2%0 ' 2:150 ' 2:10 ' 250 200 ' 210 ' 250 ' 230 ' 240

A (nm) A (nm)
Figura 14 - a) Espectro de CD da Pp 1,2-CCD na regiao do UV distante. Em vermelho esta
representado o espectro experimental e em preto o espectro apés a correcdo com FFT; b) Espectros
referentes ao dado experimental (preto) e os dados tedricos obtidos utilizando-se os programas
Selcon3, CDSSTR e ContinLL do pacote CDPRO. O experimento de CD foi realizado a 20°C em
tampéo fosfato de sddio 20 mM pH 8,0 no comprimento de onda de 198 a 250 nm. A concentragao
proteica utilizada foi de 0,0075 mg/mL.

Tabela 1 - Porcentagens de estruturas secundarias calculadas a partir da
desconvolucgdo dos espectros de dicroismo circular da Pp 1,2-CCD medidos a 20 °C.

CCD a-hélice | Folhas | Turns | Desordem
(%) B (%) (%) (%)
Selcon3 28,0 22,5 21,5 26,4
Continll 28,2 23,2 21,1 27,5
CDSSTR | 30,8 21,9 18,4 28,5

Os experimentos de desnaturacao térmica e de interagdo com os modelos de
membranas biologicas constituidos pelos fosfolipidios POPC e POPG foram
realizados utilizando-se dicroismo circular com radiacdo sincrotron (SRCD). Os
resultados de avaliacdo da estabilidade térmica da Pp 1,2-CCD através das medidas

de SRCD estdo apresentados na Figura 15, onde sdo mostrados 0s espectros em
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diferentes temperaturas, e, na Figura 16, onde se vé a variagcédo da elipticidade molar
medida em 222 nm a medida em que se aumenta a temperatura (curva de
desnaturacdo). Como discutido anteriormente, Pp 1,2-CCD possui um espectro
caracteristico de proteinas com significativo contetdo de a-hélice, o que confere ao
espectro um aspecto mais caracteristico desse tipo de estrutura secundaria.
Entretanto, vé-se que a menor definicdo da banda em 222 nm (comparado a um
espectro oriundo de estrutura em a-hélice pura, Figura 13) indica a mistura do
espectro associado a estruturas em hélice com contribuicbes advindas de outros
elementos de estrutura secundaria como folhas .

Analisando os espectros de SRCD ao longo da rampa de aguecimento nota-
se que os conteudos de estrutura secundaria comecam a sofrer perturbacéo a partir
de 50 °C, sendo que a partir de 56 °C (T,=56,7), aproximadamente, 50% da proteina
estd desnaturada. Resultado este que difere em aproximadamente 6% do T, obtido
por Mesquita et al (T,=53,2) [3]. Ao final do experimento a proteina foi resfriada a 20
°C e seu contetido de estrutura secundaria avaliado por CD, o que demonstrou que
a reacao de desnaturacédo da Pp 1,2-CCD € um processo irreversivel jaA que os
espectros medidos no inicio e ao final do processo eram diferentes.

O processo de desnaturagdo também foi avaliado calculando-se a quantidade
de estruturas secundarias através do programa DichroWeb [50] resultados que
podem ser visualizados na Tabela 2, onde se verifica uma diminuicdo no contetdo
de a-hélices. A mudanca de estruturas em hélice para estruturas do tipo folha em
altas temperaturas deve ser vista como uma indicacdo de que a Pp 1,2-CCD é
capaz de manter elementos ordenados de estrutura secundaria mesmo em mais alta
temperatura. Tal manutencdo, entretanto, ndo parece ser acompanhada pela
preservacao da atividade catalitica como previamente observado em estudos de
medida da atividade em funcéo da temperatura [51]. Este resultado mostra que a Pp
1,2-CCD nao pode ser utilizada em processos de bioremediagdo que requeiram

catalise de compostos aromaticos em temperaturas maiores do que Tp,.
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Figura 15 - a) Espectros de SRCD referentes ao desenovelamento térmico da enzima Pp 1,2-CCD em
um intervalo de 20 a 85°C; b) Espectros referentes aos dados experimentais (preto) e tedricos
(vermelho) a temperatura de 20 °C. A concentragdo proteica utilizada foi de 0,7 mg/mL.
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Figura 16 - Curva de desnaturacéo construida a partir das variagées nos valores de Ae em 222 nm
em funcdo da temperatura. A linha em vermelho foi obtida a partir de um ajuste da curva de
desnaturacédo a uma funcéo do tipo sigmoidal.

Tabela 2 - Porcentagens da diferenca de estruturas secundarias calculadas a partir
da desconvolucgéo dos espectros de dicroismo circular.

CCD a-hélice | Folhas | Turns | Desordem
Continll (%) B (%) (%) (%)
20°C 22,6 28,0 21,6 28,0
40 °C 20,5 27,4 22,2 29,9
85°C 4,0 42,4 21,7 32,0
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4.6 Ensaios de atividade e cinética enzimaticade Pp 1, 2-CCD

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados em espectrofotometro
como descrito no item 3.5. A enzima foi adicionada a solucdo tampé&o contendo o
substrato, homogeneizada rapidamente e colocada no equipamento para medir a
formacao do produto da reacéo que absorve luz em 260 nm. As curvas indicando a
formacdo do produto resultante podem ser visualizadas na Figura 17 e pode ser
observado que a enzima possui atividade frente aos diferentes substratos testados.
Neste primeiro teste de atividade, constatou-se que a enzima quando com o
substrato 4-metilcatecol possui atividade mais acelerada quando comparada aos
demais (o substrato é consumido mais rapidamente). Estes testes preliminares néo
foram utilizados como parametros para cinética enzimatica, pois houve uma
diminuicdo da velocidade com o aumento na concentracdo do substrato, j& que
nestes experimentos a concentracdo de substrato utilizada foi relativamente alta
(~400 uM), mostrando que provavelmente o produto ou o substrato, neste caso,
estdo agindo como inibidores da atividade da CCD, fato anteriormente percebido por

Melo e colaboradores [13].

4-Metilcatecol

Catecol

4-Clorocatecol

Abs (u.a.)

0,0 . : . : .
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Figura 17 - Ensaio de atividade enzimatica como descrito no item 3.4 para verificacdo da atividade da
Pp 1,2-CCD frente a diferentes substratos através da absorcao de luz em 260 nm devida a formacéo
do produto da reacdo com diferentes substratos.
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Em trabalho anterior, Melo e colaboradores [13] levantaram a hipdtese de
haver inibicdo da reacéo pelo substrato catecol, o0 que poderia ser entendido como
um posicionamento do referido substrato de forma inadequada para sua catalise ja
que o sitio catalitico da Pp 1,2-CCD apresenta maior espaco e, assim, comporta
também substratos maiores estruturalmente do que o catecol. O uso de substratos
maiores deveria, portanto, produzir um esquema cinético tipico de Michaelis-Menten
sem a mencionada inibicdo caso tal hipotese fosse acertada. Sendo assim, para
investigarmos como a cinética da reacdo catalisada pela Pp 1,2-CCD se comporta
frente a diferentes substratos, realizamos o experimento de cinética enzimatica

utilizando os substratos catecol, 4-clorocatecol e 4-metilcatecol (Figura 18).

a) b) C)
OH OH o OH
OH
H3C OH
Cl
catecol 4-clorocatecol 4-metilcatecol

Figura 18 — Estruturas quimicas dos substratos utilizados nos experimentos de cinética enzimatica da
Pp 1,2-CCD: a) catecol, b) 4clorocatecol e c) 4-metilcatecol.

Para entender os mecanismos de uma reagdo enzimatica, pode-se determinar
a velocidade inicial de reacdo e, com mudancas nos parametros experimentais,
verificar como essa velocidade varia [23]. Um importante fator que influencia na taxa
da reacdo enzimatica € a concentracdo de substrato [S]. Em concentra¢cfes baixas,
a velocidade aumenta quase que linearmente e em concentracfes mais altas de
substrato, a velocidade tende a um patamar constante quando a enzima segue o
esquema tradicional descrito por Michaelis-Menten [14].

Das curvas de absorcao em funcdo do tempo, os valores referentes a parte
linear da curva foram selecionados e, a partir de um ajuste usando a equacéo de
uma reta, o coeficiente angular de cada medida (correspondente a velocidade inicial
V; da reacéo) foi determinado e utilizado para montar uma curva de V; x [S] (Figura
19a, Figura 20a e Figura 21a). Nestes graficos, verifica-se a formacdo de uma curva

cinética com caracteristicas distintas daquelas observadas numa tradicional cinética
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de Michaelis-Menten. O formato dessas curvas indica que a Pp 1,2-CCD possui uma
funcdo catalitica com alta eficiéncia para faixa de concentracdo de substrato entre
cerca de 23 e 400 uM. A partir desta concentracao (400 uM), comeca a haver uma
diminuicdo na velocidade da reacédo, sugerindo, como ja relatado anteriormente por
Melo e colaboradores [13] para o substrato catecol, que pode estar havendo inibigao
pelo substrato e/ou pelo produto da reacédo. Melo propde que o mecanismo de
inibicdo pelo substrato € inibicdo competitiva, pois tanto o substrato como o produto
podem se ligar ao sitio catalitico e quando o produto se liga, impede que haja a
formacao de novos produtos, diminuindo assim a velocidade da reacdo. Devido a
esse comportamento, a possibilidade de que a reagdo siga o modelo proposto por
Michaelis-Menten em todo o intervalo de concentracdo do substrato deve ser
descartada.

A cinética de Michaelis-Menten é também chamada de cinética do estado
estacionario, isto é, a reacdo atinge um estado estacionario quando o substrato &
adicionado a uma enzima e a velocidade de formacdo do complexo intermediario ES
€ compensada pela velocidade que ES se decompde, mantendo, assim, a
concentracdo de ES constante. A atividade do estado estacionario aumenta de
maneira hiperbdlica até se aproximar de uma velocidade maxima caracteristica
gquando a uma quantidade fixa de enzima s&o adicionadas concentracdes
progressivas de substrato. A constante de Michaelis € caracteristica para cada
enzima e cada substrato e corresponde a concentracdo de substrato em que a
velocidade de reacgéo € igual & metade da velocidade méxima [52].

Utilizando um ajuste tedrico dos dados experimentais assumindo cinética de
Michaelis-Menten (M.M.), os parametros obtidos para o substrato catecol foram
Kn=10,8842,1 pM, Vms=15,3240,35 pM.s' e Kcat=30,6+0,7 s™, para o 4-
clorocatecol Kyn=9,9+3,1 UM, Vma=12,6940,4 pM.s™' e Kcat=25,4+1 s e para o 4-
metilcatecol K,,=85,86+25,3 UM, Vina=14,41+1,2 uM.s™* e Kcat=28+2,5 s™.

Porém, devido a diminuicdo da velocidade da reacdo apos elevada
concentracdo de substrato (400 uM), foi utilizado também um ajuste dos dados para
caso de Inibicdo por substrato (I.S.) e os valores de Vi, Km € Ki encontrados foram
para o substrato catecol Kn=21,57+3,2 UM, Vims=18,54+0,7 pM.s™?, Ki=2332+504 pM
e Kcat=37 s, para o 4-clorocatecol K,=22,68+5,7 UM, Vnac=16,17+1,2 uM.s™,
Ki=1688+529 uM e Kcat=32,3 s™ e para o 4-metilcatecol K,=11794 puM, Vins=1089
uM.s?, Ki=8,24 uM e Kcat=2178 s™. Tais ajustes foram realizados utilizando-se o
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programa Graphpad Prism (Figura 19, Figura 20 e Figura 21). Analisando os
resultados aqui obtidos verificamos que o valor de Km para o substrato catecol esta
em concordancia com o valor encontrado por Melo et. al.[13] o que j& ndo se
observa quando comparado aos valores obtidos por Broderick et. al. [1].

Vemos que para todos os substratos utilizados, o esquema com inibicdo por
substrato leva a ajustes melhores do que aquele utilizando-se a cinética de MM. Isto
parece, entdo, ser uma caracteristica geral da Pp 1,2-CCD frente a seus substratos
e que pode ter implicagfes fisiologicas na bactéria. Por exemplo, mecanismos de
inibicdo pelo produto da reacdo podem constituir a base para um processo de
inibicdo do tipo feedback, fazendo com que a atividade da enzima seja regulada pela
presenca excessiva do produto da reagdo que, no caso da Pp 1,2-CCD, pode ser
toxico para a célula. Além disso, a informacao de que hé tal efeito inibitério para os
trés substratos testados é relevante quando se pensa em aplicacdes biotecnologicas
ja que quanto maior o conhecimento sobre formas de regular a atividade da enzima
de interesse, maiores as possibilidades de seu uso em aplicacbes de

bioremediagéo.
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Figura 19 - a) Gréfico V; x [S] utilizando substrato CATECOL - concentragdes no intervalo de 23,7 uM
a 1000 pM , concentracdo de enzima 0,5 pM. Realizada em triplicata com 12 repeti¢cbes a cada 10
segundos; b) Grafico V; x [S] ajustado seguindo os modelos de Michaelis-Menten e de Inibicao por
Substrato.
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Figura 20 - a) Grafico Vi x [S] utilizando substrato 4-CLOROCATECOL - concentra¢cdes no intervalo
de 23,7 pM al000 uM , concentracdo de enzima 0,5 puM. Triplicata com 12 repeticdes a cada 10

segundos; b) Grafico V; x [S] ajustado seguindo os modelos de Michaelis-Menten e de Inibicdo por
Substrato.
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Figura 21 - a) Gréfico V; x [S] utilizando substrato 4-METILCATECOL - concentrac®es no intervalo de
23,7 yM a 1000 pM , concentracdo de enzima 0,5 uM. Realizada em triplicata com 12 repeticBes a
cada 10 segundos; b) Grafico V; x [S] ajustado seguindo os modelos de Michaelis-Menten e de
Inibicdo por Substrato.

4.7 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica utilizada para se obter
informacédo sobre a massa molecular e sobre as caracteristicas estruturais de uma
dada amostra. E uma importante ferramenta analitica ja que é capaz de fornecer
informacao sobre: a composi¢cdo elementar de amostras, a estrutura molecular, a
composi¢cdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas, a estrutura e a
composicdo de superficies solidas e as proporcdes isotdpicas de atomos em
amostras [53].

O espectrdmetro de massas consiste de uma fonte de ions, um analisador de

massas que mede a relagdo massa/carga (m/z) do analito ionizado e um detector
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que registra o niumero de ions de cada valor m/z. lonizacao por Eletrospray (ESI) e
lonizagdo por matriz assistida (Maldi) sdo as duas técnicas mais utilizadas para
volatilizacdo e ionizacdo de amostras proteicas para analises de espectrometria de
massas [54].

Em nosso caso, utilizamos a espectrometria de massas na tentativa de
identificar o ligante anfipatico previamente encontrado na catecol 1,2-dioxigenase de
Acinetobacter radioresistens [26]. Para tanto, a proteina foi preparada e submetida a
um processo de desnaturacdo com subsequente tentativa de separacdo de seus
ligantes (secdo 3.6), porém, inicialmente, as tentativas foram falhas. Dentre os
métodos utilizados, foram feitos: (1) a desnaturacdo através do aumento da
temperatura e separacao por centrifugacéo e (2) desnaturacdo com acido formico e
separacao por centrifugacdo e ultracentrifugacao (Figura 22). Nos dois métodos,
aliquotas foram retiradas do sobrenadante e pellet para analise em gel de
poliacrilamida, onde verificou-se que a separagdo (proteina-ligante) ndo havia sido
eficiente, pois havia grande quantidade de proteina na “solucdo do ligante”. Mesmo
assim, as amostras foram secas por speedvac e ressuspendidas para analise em
espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF, experimento este realizado no Nucleo
de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos — NPPNS — FCFRP. No entanto,
houve, além das dificuldades anteriores, também problemas para ressuspensao da
amostra para analise, ndo obtendo assim sucesso com essas técnicas.

Um protocolo eficiente de separacéo foi, entdo, estabelecido utilizando-se o
método de desnaturacdo por acido formico e separacdo através do uso de um
concentrador Millipore com membranas de 3kDa.
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Figura 22 - Esquema representativo dos métodos utilizados inicialmente para preparo de amostra
para analise por espectrometria de massas.

Como pode ser visualizado na Figura 23, verifica-se a presenca de picos
majoritarios na regido de 613 e 657 Da, indicando, através da busca no banco de

dados Lipidomics Gateway (www.lipidmaps.org/), a possivel presenca de

fosfoinositol (PI), classe dos Glicerofosfoinositol e subclasse
Monoacilglicerofosfoinositols (Figura 24). Com a hidrélise de PIP2, catalisada pela
fosfolipase C, ocorre a producdo dos mensageiros secundarios DAG (diacylglycerol)
e o IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate). Os resultados encontrados a partir das
diferentes andlises realizadas no Eletrospray, apds pesquisa no banco de dados
Lipidomics Gateway, foram de moléculas com tamanho de DAG e PI.

Micalella e colaboradores [26] reportaram, também a partir de experimentos
de espectrometria de massas, que as moléculas extraidas com a desnaturacao da
enzima 1,2-CTD de A. radioresistens podem ser associadas a fosfaditilinositois (PIs),
0 que sugere, conjuntamente com nossos resultados, que a presenca desse tipo de
moléculas e/ou seus derivados seja uma propriedade mais geral das enzimas CTDs
e CCDs. O papel de PIs (ou derivados) no mecanismo funcional de CCDs requer
ainda mais investigacdes. Os resultados obtidos até o momento levam a varios
guestionamentos interessantes, principalmente em face do envolvimento de Pls em
processos celulares muito especificos, como a producdo de mensageiros

secundarios, e sua presenca em dominios estruturais conhecidos como “membrane



45

rafts”. Até o0 momento, Nn0SSO grupo se preocupou em acrescentar PIP2 a modelos

de membrana bioldgica utilizados em nossos experimentos (v. Secdes posteriores).
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Figura 23 - Espectros resultantes da andlise em espectrometro de massas ESI/MS Eletrospray no
modo positivo das amostras separadas da enzima Pp 1,2-CCD como descrito no texto.
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Figura 24 - Estruturas quimicas dos fosfolipidios (Pls) encontrados através da busca no banco de

dados Lipidomics Gateway; massas aproximadas a) 613 Da e b) 657 Da. Adaptado de
www.lipidmaps.org.
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4.8 Experimentos de interacdo com membranas biologicas.

4.8.1 CDe SRCD

Os experimentos de CD e SRCD foram realizados a fim de se investigar uma
provavel interacdo da enzima Pp 1,2-CCD com modelos de membrana biologica. O
CD convencional foi realizado utilizando-se lipossomos constituidos por
combinac¢des dos fosfolipidios DPPC, DPPG e PIP2 e os resultados podem ser
visualizados na Figura 25. A escolha desses fosfolipidios foi tal que pudesse ser
observada a influéncia de aspectos como carga superficial da vesicula e/ou a
presenca de um analogo da molécula identificada através dos experimentos de
espectrometria de massas.

Os resultados mostram que ha alteracdes do espectro quando a enzima se
encontra na presenca de todos os miméticos de membrana. Pode-se dividir os
espectros em trés grupos. O primeiro grupo contém os espectros da Pp 1,2-CCD na
presenca de lipossomos com carga superficial negativa devido & presenca de
DPPG. Nos casos de vesiculas de DPPG e DPPG/PIP (curvas rosa e bege na
Figura 25), observam-se alteracbes de intensidade em relagdo ao espectro controle
da enzima em tampao apenas. Na sequéncia, vesiculas de DPPC e DPPC/PIP
(curvas vermelha e azul na Figura 25) causam mudancgas associadas ao segundo
grupo e mostram que, mesmo na auséncia de carga superficial, ainda podem ser
observadas mudancas na forma e intensidades dos espectros. Por fim, o terceiro
grupo € composto pelo espectro da enzima na presenca de lipossomos em que
estdo presentes todos os fatores em investigacdo (carga e PIP), o que leva as
maiores alteragbes qualitativas nos espectros. Este resultado indica que a
combinacdo carga superficial e presenca de PIP deva ser responsavel por uma
maior mudanca conformacional na estrutura da Pp 1,2-CCD e, portanto, maior
determinante na interacdo da enzima com a membrana.

Uma avaliacdo mais quantitativa das alteragbes discutidas acima pode ser
alcancada utilizando-se o método de desconvolugdo dos espectros de CD. Os
resultados podem ser observados na Tabela 3 e mostram que em todas as

amostras, principalmente naquela contendo DPPC-DPPG-PIP2 (curva azul clara na
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figura) ha perda de estruturas a-hélice. Esta perda de estrutura em hélice pode ser,
ainda, interpretada como uma reorientacdo desfavoravel das hélices que compdem
a estrutura da enzima quando na presenca dos miméticos de membrana. Os
espectros de CD tipicos de regides em hélice podem ter sua intensidade diminuida
tanto pela desestruturacéo de tais hélices quanto por uma mudanca conformacional
gue leve a uma situacédo de menor alinhamento paralelo das hélices. Esta segunda

possibilidade pode ser a razdo da diminui¢cdo observada na Figura 25.
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Figura 25 - Espectros de dicroismo circular da enzima Pp 1,2-CCD na auséncia (preto) e na presenga

de vesiculas unilamelares dos lipidios: DPPC (vermelho), DPPC-PIP (azul), DPPG (rosa), DPPG-PIP
(bege) e DPPC-DPPG-PIP (verde) realizados na proporcéo lipidio: proteina de 100:1.

Tabela 3 - Porcentagens de estruturas secundéarias calculadas a partir da
desconvolucéo dos espectros de dicroismo circular da Figura 25.

Programa CONTINLL.exe
a- Folhas | Turns | Desorde
Amostr helice | B (%) (%) | nada (%)
(%)
CCD 24,3 25,5 19,7 30,5
DPPC 155 | 31,2 21,5 31,9
DPPC_PIP | 17,4 | 30,6 20,5 31,5
DPPG 17,9 29,7 20,8 31,5
DPPG_PIP | 17,9 29,7 21,1 31,1
DPPC_ 14,8 | 33,2 20,9 31,1
DPPG_ PIP
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Com o intuito de buscar melhor resolucdo espectral de mudangas
conformacionais, a espectroscopia de SRCD foi também realizada utilizando-se
vesiculas constituidas pelos fosfolipidios POPC e POPG e os espectros medidos
nas diferentes condicdes estdo mostrados na Figura 26. Verifica-se que em todas as
condi¢cdes houve mudancas estruturais consideraveis, fato que pode ser confirmado
através da Tabela 4, onde se vé mais uma vez uma diminui¢cdo na porcentagem de
estruturas secundarias a-hélice, principalmente na presenca de lipossomos de
POPC e POPG. Verifica-se que, diferente dos experimentos anteriores, em que foi
utilizado o PIP em diversas combinacdes, aqui foram obtidas menores alteragdes.

Com base nos dados mostrados nas Tabela 3 e Tabela 4, vemos que em
qualquer das situagfes investigadas, ocorre uma diminuicdo do conteudo de hélices
na presenca dos miméticos de membrana. A regido de interface entre o0s
mondmeros da Pp 1,2-CCD, regido mais rica em a-hélices, deve ser, portanto,
aquela mais suscetivel as mudancas conformacionais induzidas pela interacdo com
os lipossomos. Ocorre que essa regido € também aquela em que se encontram 0s
sitios de ligacdo das moléculas anfipaticas na estrutura da Pp 1,2-CCD. Mesquita e
colaboradores [6] j& haviam observado uma mudanca no perfil cinético da Pp 1,2-
CCD quando submetida a protocolos de delipidagdo que removiam as moléculas
anfipaticas, evidenciando, assim, a influéncia destas moléculas sobre a catalise
enzimatica. A enzima passa de uma cinética com caracteristicas de cooperatividade
para uma cinética tradicional do tipo Michaelis-Menten na presenca de moléculas
anfipaticas, o que sugere mudancas conformacionais em regides da estrutura
proteica. Os resultados de CD e SRCD aqui apresentados indicam que a interface
entre os monémeros da Pp 1,2-CCD deva ser tal regido, que pode, portanto,
constituir excelente escolha quando se quer propor maneiras de se controlar a

atividade enzimatica.
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Figura 26 - Espectros de SRCD da enzima Pp 1,2-CCD na auséncia de lipidios (preto) e na presenca
de vesiculas de: POPC (vermelho), POPG (azul) e POPC/POPG (verde) realizados na proporcao
lipidio: proteina de 100:1.

Tabela 4 - Porcentagens de estruturas secundéarias calculadas a partir da
desconvolucéo dos espectros de SRCD.

CONTINLL.exe

Pragrama a- Folhas | Turns | Desorde
helice | B (%) (%) | nada (%)
(%)

Amostras

CCD 21,7 28,0 21,4 29,0
POPC 155 | 32,6 20,3 31,5
POPG 18,0 | 304 20,9 30,6
POPC_ 204 | 27,9 22,2 29,5
POPG

4.8.2 Ensaios de Ressonancia Paramagnética Eletrénica

A Ressonancia Paramagnética Eletrbnica [5] ou Ressonancia do Spin
Eletrbnico € uma técnica espectroscopica sensivel a elétrons desemparelhados,
geralmente um radical livre ou um ion de um metal de transicdo. Os espectros de um

radical nitroxido sdo caracterizados pela presenca de trés linhas de ressonancia



50

associadas a transi¢des eletronicas entre os niveis de energia resultado da interacéo
hiperfina entre 0 momento magnético eletrénico e o momento magnético nuclear. O
resultado do espectro de amostras em solucdo depende do grau de movimento da
molécula e da magnitude das interacdes magnéticas [14].

Neste trabalho, a técnica de RPE aliada ao uso de sondas magnéticas
colocadas em moléculas de fosfolipidios foi utilizada para monitorar outro aspecto de
potencial relevancia para a atividade catalitica da Pp 1,2-CCD, qual seja o papel da
molécula de fosfolipidio encontrada ligada a estrutura proteica e uma eventual
interacdo com membranas biolégicas durante o ciclo funcional da enzima. Para
tanto, espectros da sonda 5-PCSL e 16-PCSL (derivado do fosfolipidio PC)
incorporadas a modelos de membrana bioldgica constituidos pelo fosfolipidio POPC
na auséncia e na presenca da Pp 1,2-CCD foram medidos. Como pode ser
visualizado na Figura 27 (a e b), em que os espectros de RPE contendo lipidio-
marcador-enzima (linha vermelha) foram sobrepostos ao espectro contendo apenas
lipidio-marcador-tampédo (linha preta), verifica-se que ndo houve mudancas
significativas no sinal, o que também ocorre quando do uso do marcador 7-PCSL
(Figura 28 e Figura 29) aos lipidios DPPC e DPPG, mostrando que provavelmente a
interacdo ndo deve ter afetado 0 empacotamento da bicamada e consequentemente
o ambiente do marcador. Tais resultados sugerem, portanto, que ainda n&o
atingimos uma condicdo experimental que evidencie tal interagdo por RPE. Um
passo crucial neste tipo de investigagdo estd na determinacdo dos parametros

experimentais que irdo levar a alteracdes espectrais detectaveis.
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Figura 27 - Espectros de RPE do marcador: a) 5PCSL e b) 16PCSL em vesiculas multilamelares de
POPC na auséncia (preto) e na presenca de Pp 1,2-CCD. A razao molar lipidio/proteina foi de 47,
contendo 0,5 mol% de marcador de spin.
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Figura 28 - Espectros de RPE do marcador 7PCSL: a) vesiculas unilamelares de DPPC na auséncia
(preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD e b) vesiculas unilamelares de DPPC-PIP2 na
auséncia (preto) e presenca (vermelho) da proteina CCD. A razao molar lipidio/proteina foi de 100,
contendo 0,5 mol% de marcador de spin.
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Figura 29 - Espectros de RPE do marcador 7PCSL: a) vesiculas unilamelares de DPPG na auséncia
(preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD, b) vesiculas unilamelares de DPPG-DPPC-
PIP2 na auséncia (preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD e c¢) vesiculas unilamelares
de DPPG-PIP2 na auséncia (preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD. A razdo molar
lipidio/proteina foi de 100, contendo 0,5 mol% de marcador de spin.
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Para tentar resolver o problema de ndo observacao de alteracbes espectrais,
optamos por utilizar os lipidios DPPC, DPPG e PIP2, na proporc¢éo lipidio:proteina
50:1, com o marcador DOPTC, que monitora a regido da cabeca do fosfolipidio —
regido superficial. Na Figura 30 e Figura 31 podem ser visualizadas pequenas
alteracdes no espectro referente ao lipidio DPPC com e sem proteina e DPPG com

e sem proteina, indicando que de alguma forma esteja ocorrendo interagéo.
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Figura 30 - Espectros de RPE do marcador DOPTC: a) vesiculas unilamelares de DPPC na auséncia
(preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD, b) vesiculas unilamelares de DPPC-PIP2 na
auséncia (preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD e c) vesiculas unilamelares de
DPPG-DPPC-PIP2 na auséncia (preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD. A razéo
molar lipidio/proteina foi de 50, contendo 0,5 mol% de marcador de spin.
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Figura 31 - Espectros de RPE do marcador DOPTC: a) vesiculas unilamelares de DPPG na auséncia
(preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD e b) vesiculas unilamelares de DPPG-PIP2 na
auséncia (preto) e presenca (vermelho) da proteina Pp 1,2-CCD. A razao molar lipidio/proteina foi de
50, contendo 0,5 mol% de marcador de spin.

4.8.3 Ensaios de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A Calorimetria Diferencial de Varredura é uma técnica utilizada para se medir
o calor absorvido ou transferido de uma amostra a pressdo constante durante uma
mudanca fisica ou quimica. O termo diferencial refere-se a comparagdo entre o
comportamento de uma amostra de interesse e uma referéncia (que durante o
experimento ndo sofre mudancas quimicas ou fisicas significativas). Ambas as
amostras sdo submetidas a uma variacdo sistematica de temperatura em um
intervalo pré-determinado, devido a isso o termo varredura. Estruturas altamente
cooperativas como as proteinas sao estabilizadas pela contribuicdo de vérios fatores
como ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e efeito hidrofobico e, assim,
sofre uma transicdo de fase como resultado de mudancas conformacionais, de
fusdo, hidratacdo ou desidratacdo, agregacao e desagregagao, ou a combinagéo
destes [55]. Através dessa técnica € possivel se determinar grandezas
termodindmicas absolutas durante uma transicdo termicamente induzida, sendo
frequentemente utilizada para se estudar o desenovelamento e reenovelamento de
proteinas, estabilidade térmica na presenca de ligantes, transi¢Bes lipidicas,
interacdes de proteinas com fosfolipidios, interacdo entre proteinas, deteccdo de

dominios de membrana [55, 56].



54

O equipamento de DSC para o estudo de biomoléculas consiste de dois
compartimentos, chamados de celas, idénticos que sao aquecidos eletricamente por
aguecedores em uma faixa constante. Uma das celas é preenchida com a amostra
de interesse e a outra € preenchida com o tampao usado para solubilizar a amostra.
As celas sdo mantidas sob pressdo atmosférica ou pressdo de géas inerte, para inibir
a formacéao de bolhas durante o aquecimento [56, 57].

Neste trabalho, a técnica de DSC foi utilizada para monitorar outro ponto
importante para a atividade catalitica da Pp 1,2-CCD, o papel da molécula de
fosfolipidio encontrada ligada a estrutura proteica e uma possivel interacdo com
membranas biolégicas. Como foi encontrado em um trabalho de Micalella (2011) e
em nossos resultados de espectrometria de massas e de dicroismo circular, a
presenca de um fosfolipidio ligado a proteina, o PIP2, parece ter papel funcional.
Sendo assim tal componente foi utilizado junto aos fosfolipidios DPPG e DPPC para
0 estudo dessa possivel interacdo durante o ciclo funcional da enzima.

Na Figura 32, é mostrado o termograma referente a desnaturacdo térmica da
enzima Pp 1,2-CCD (linha azul) e vé-se o pico da transicdo enovelada-desonvelada
associado a Pp 1,2-CCD em torno de 50°C, resultado condizente com aquele obtido
a partir dos experimentos de CD. Ainda na Figura 32, vé-se o comportamento
termotropico de vesiculas unilamelares de DPPC (em preto) com um pico em torno
de 41°C atribuido a transicdo principal (fase gel para fase fluida) desse fosfolipidio.
Com a mistura enzima mais vesiculas de DPPC (linha vermelha) percebe-se
alteracdes nos picos do termograma, o que indica que a presencga conjunta das
moléculas afeta 0 seu comportamento térmico. Mais especificamente, observa-se
gue o pico associado a transicao térmica da Pp 1,2-CCD é deslocado para menores
temperaturas quando da presenca de vesiculas de DPPC, o que sugere que tais
vesiculas levam a algum tipo de desestruturacdo proteica que faz com que a enzima
se desenovele com menores temperaturas. A forma e a &rea do pico ndo se alteram
significativamente, indicando que a cooperativade e a variacdo de entalpia da
transicdo proteica ndo sao afetados. Ja a transicdo térmica do DPPC né&o tem sua
temperatura muito afetada, mas sua forma e largura o s&o. Isto sugere que a
transicdo se torna mais cooperativa na presenca da enzima pois se observa um
estreitamento do pico a ela associado. Este resultado poderia ser interpretado como
um estruturacdo dos fosfolipidios induzidas pela presenca da Pp 1,2-CCD de forma

que a unidade cooperativa lipidica que sofre a transi¢do térmica seja aumentada.
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Na Figura 33 e na Figura 34, estdo apresentados os resultados dos
experimentos utilizando vesiculas lipidicas de composi¢fes diversas, incluindo um
fosfolipidio com carga liquida negativa (DPPG) e o PIP2 identificado em nossos
experimentos de espectrometria de massas e também por Micalella e colaboradores
(2011). A Tabela 5 mostra os parametros termodindmicos extraidos dos
termogramas e verificam-se alteracdes de tais parametros de Pp 1,2-CCD em todas
as combinacdes. Na Figura 33a verifica-se uma alteracdo mais consideravel, nela
pode ser observada a presenca de um ombro no pico do lipidio quando adicionada
proteina a mistura. Essas alteracdes que ocorreram evidenciam uma possivel
interacdo lipidio-proteina, provavelmente na superficie dos lipossomos ja que as
caracteristicas estruturais da Pp 1,2-CCD, como a auséncia de extensas regioes
hidrofébicas em sua estrutura que pudessem se inserir no mimético de membrana,
ndo favoreceriam uma penetracdo acentuada na vesicula lipidica.

Os termogramas de DSC analisados de forma conjunta indicam que ha
interacbes entre a Pp 1,2-CCD e todos os modelos de membrana investigados
evidenciada tanto por mudancgas nos picos associados aos fosfolipidios quanto no
pico de desenovelamento da Pp 1,2-CCD. Entretanto, ainda ndo esta claro o papel
da combinacéo carga superficial e presenca de PIP2. Percebe-se que a alteracdo
mais notavel ocorre na presenca de DPPC-PIP2 (Figura 33a) com o aparecimento
de um ombro significativo no pico da transi¢cdo principal do DPPC, indicando uma
nova transicdo provavelmente associada a grupos de fosfolipidios que
reconheceram a presenc¢a da enzima. A formacao/segregacao de dominios lipidicos
quando da adicdo da Pp 1,2-CCD poderia ser uma explicacdo plausivel, mas que
carece de maiores investigacdes para ser confirmada. Por outro lado, a presenca de
carga superficial (casos em que ha a presenca de DPPG) leva a alteracbes mais
sutis, exceto pelo forte aparecimento de um pico que parece ser aguele associado a
pré-transicdo do DPPG na Figura 34a. Alteracdes na pré-transicdo podem,
normalmente, estar associadas com perturbacdo do arranjo estrutural das cadeias
acila dos lipidios, o que indicaria algum grau de penetracdo da enzima no core
hidrofébico das vesiculas, o que, em principio, parecia pouco favoravel. O mesmo
efeito sobre a pré-transicdo pode ser também observado, mas em menor
intensidade, para os casos que se usou lipossomos de DPPC (Figura 32) e DPPC-
PIP2 (Figura 33a).
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Figura 34 - Termogramas normalizados: Comparagfes das transi¢cdes de fase de lipidios e proteina
em diferentes situacdes: a) vesiculas unilamelares de DPPG na auséncia (preto) e na presenca
(vermelho) da enzima Pp 1,2-CCD e b) vesiculas unilamelares de DPPG — 1% PIP2 na auséncia
(preto) e na presenca (vermelho) da enzima Pp 1,2-CCD determinada por DSC. A velocidade de
aquecimento foi 0,5 °C/min e a razdo molar lipidio/proteina foi de 100.

Tabela 5 - Valores referentes as medidas de DSC da proteina na auséncia e na
presenca de diferentes lipidios, parametros calculados através do programa Cpcalc:

Amostra AH (kcal/mol) | AS (kcal/K Tt°C

mol)
CCD 115,58 0,36 50,6
DPPC CCD 90,75 0,28 49,4
DPPG CCD 43,30 0,13 49,0
DPPC_PIP_CCD 50,84 0,16 48,2
DPPG PIP CCD 37,51 0,12 49,6
DPPC DPPG PIP _CCD 47,20 0,15 48,2




Conclusoes

58



59

5. CONCLUSOES

Neste trabalho, Pp 1,2-CCD, enzima que possui grande potencial para
aplicacdo em processos de biorremediacao, foi estudada com o intuito de um maior
entendimento de seu mecanismo catalitico, de como promover maneiras de
controla-lo e estudar a influéncia de moléculas de fosfolipidio na funcionalidade da
enzima, ou seja, investigar as varias facetas de sua atividade.

Com isso, a proteina foi produzida de forma recombinante em E. coli, foi
realizada a troca do vetor de expressao de pTYB2 para pET-Sumo e foi purificada
para analises biofisicas. Com a troca do vetor, foram observadas melhorias no
rendimento final da enzima, maior grau de pureza, diminuicdo do tempo de
purificacdo e através de experimentos de CD, a enzima mostrou ter mantido sua
estrutura secundaria.

Através da caracterizacdo, pudemos observar que a enzima de estudo
mostrou-se ativa. Pdde ser observado por SRCD grandes perdas de estrutura
secundaria com a variagdo da temperatura, com um valor de T,, em torno de 56 °C,
resultado este cerca de 5% diferente dos obtidos por Mesquita (2012) [3]. Através da
atividade enzimatica da Pp 1,2-CCD, observa-se que apresentou com o mesmo
perfil cinético visualizado por MELO [14], com uma aparente inibicdo. Para esses
estudos a enzima se mostrou ativa frente aos diferentes substratos: catecol, 4-
clorocatecol e 4-metilcatecol, possuindo uma atividade mais acelerada quando em 4-
metilcatecol. A cinética enzimatica mostrou ndo seguir as regras de Michaelis-
menten e sim, seguir o modelo de inibicdo por substrato.

Estudos de espectrometria de massas foram realizados afim de identificar o
ligante hidrofébico encontrado entre o dimero de sua estrutura, foram identificados
picos de massa equivalentes ao fosfoinositol e diacilglicerol (mensageiro
secundario), compostos resultantes da hidrdlise de PIP2, catalisada pela fosfolipase
C. Devido a isto e a resultados obtidos anteriormente [26], foram realizados
experimentos de CD, SRCD, DSC e RPE para avaliar a se ha interacdo da enzima
com modelos de membranas biolégicas constituidos por combinagcbes dos
fosfolipidios DPPC, DPPG, PIP,, POPC e POPG. A partir dos resultados obtidos,

verifica-se pequenas alteracdes espectrais nos espectros de RPE, indicando que,
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provavelmente, esteja ocorrendo uma interacado superficial. Os dados de CD e
SRCD sugerem mudancas conformacionais nas regibes em hélice da enzima,
regides estas que abrangem a interface entre os monémeros de Pp 1,2-CCD,
exatamente onde se localizam os sitios de ligagdo das moléculas anfipaticas. A
interagdo mondmero-mondmero deve, portanto, ter papel significativo no controle da
atividade biolégica. Os resultados de DSC indicam, mais uma vez, que a enzima €
capaz de alterar os termogramas associado ndo apenas a sua propria transicdo
térmica, mas também aquelas referentes aos fosfolipidios presentes no mimético de
membrana. O papel independente da carga superficial e da presenca de PIP2 ainda
ndo esté totalmente claro, mas é certo que a presenca de PIP2 na vesicula leva ao

aparecimento de uma nova transicao térmica.

Como perspectivas futuras, os estudos com a enzima Pp 1,2-CCD para o
entendimento do mecanismo funcional e de como controla-lo terdo prosseguimento
em nosso grupo de pesquisa. A investigagdao da interacdo com modelos de
membrana biolégica com diferentes composicoes sera realizada levando-se em
conta os resultados apresentados nesta dissertacdo e a analise do comportamento
da enzima quando inseridas em substratos nanoestruturados, fruto de uma
colaboragcdo recém-estabelecida entre nosso grupo e os grupos dos Profs. Alex
Smirnov (North Carolina State Unviersity, EUA) e Alan Dalton (University of Surrey,

UK), também sera conduzida.
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