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RESUMO

A bactéria Xylella fastidiosa tom sido associada com doengas economicamente importantes
como a clorose variegada de citros (CVC) em citros no Brasil ¢ a doenga de Picrce em videiras
nos Estados Unidos (Hopkins. 1989 ¢ Purcell et af., 1997). A importincia cconémica da
industria de citricultura no Brasil e o grande prejuizo causado pela CVC em pomares brasileiros
tém resultado em um extensivo programa de pesquisa que comegou com o sequenciamento do
genoma completo da X, Fastidiosa (Simpson., ef al 2000). A bacténa ¢ transmitida por insctos
conhecidos como “cigarrinhas™ que sc alimentam da sciva do xilema. O pnncipal efeito da
doenga ¢ o surgimento de manchas amarclas nas folhas que progridem para toda a extensdo
levando-a a necrose. Os frutos de plantas infectadas sdo pequenos (representando 1/3 do
tamanho de um fruto normal), apresentam casca dura e sdo mmpréprios para o consumo. Esta
bactéria apresenta em seu genoma um Operon contendo 9 genes (B,C.D.EFHJKM)
responsaveis pela biossintese do exopolissacarideo denominado goma fastidiana, que pode cstar
envolvido na sua patogenicidade. No presente trabalho temos como objetivo estudar as enzimas
GUMC, que provavelmente esta envolvida na ctapa de polimerizagio e/ou secre¢do do
polissacarideo formado através da membrana da bactéria, e GUMK, uma glucuronosiltransferase
ou glicosiltransferase IV, que adiciona uma molécula de acido glicurdnico a molécula da manose
para a formagdo do (tctrassacarideo (manose-at-1.3- glucose-p-1.4-glucose-P-P-polyprenol). O
gene gum( foi clonado no vetor de expressdo pMALc-2x, a proteina de fusdo GUMC-MBP foi
expressa com uma massa molecular calculada de 98kDa e foi purificada através de coluna de
afinidade. A proteina de fusdo foi caracterizada pela reagfioc com o anticorpo anti-MBP por
imunoblotting. Airavés da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (EDL), foram realizados
cstudos de agregacio com a proicina de fusio GUMC-MBP. Ensaios de cristalizagio foram
realizados e microcristais da proteina de fusio GUMC-MBP foram obtidos. Apos a clivagem da
proteina de fusdo com a ¢nzima Factor Xa, a cnzima GUMC foi separada através da
cromatografia de troca anidnica. A massa molecular da enzima foi determinada através da
cromatografia de filtragdo em gel, superose 12, eluindo na forma monomérica com 53kDa. A
proteina GUMC foi caracterizada pela reagdo com o anticorpo anti-GUMC-MBP (produzido em
camundongos) através da técnica de imonublotting. A enzima também foi caracterizada atraveés
da técnica do dicroismo circular (CD), apresentando um espectro caracteristico de estrutura
secundaria cnovelada. composta predominantemente por o-hélices. Foram realizadas 9
construgdes para a retirada das regides transmembrinicas das regides 5 ¢ 37 do gene gum( (1
construgcdo para o vetor de expressio pET29b ¢ 8 para o vetor pMALc-2x). Em uma das
construgdes, a proteina de fusdo modificada GUMC-MBP 5¢ foi expressa no vetor de expressdo
pMALc-2x e foi purificada em coluna de afinidade. A proteina de fusfo modificada GUMC-
MBP foi clivada com a enzima Factor Xa. Estudos de agrega¢do molecular das proteinas de
fusio GUMC-MBP e GUMC-MBP modificada (5 e das enzimas GUMC ¢ GUMCCS
modificada poderio ser realizados futuramente. O gene gumK fot clonado no vetor pMAc-2x. a
proteina de fusdo GUMK-MBP foi expressa, com uma massa molecular calculada de 86kDa e for
purificada em coluna de afinidade. A proteina de fusdo foi caractenizada por imunoblotting ¢
medidas de dicroismo circular foram realizadas. Apds clivagem com o Factor Xa, a enzima
GUMK foi purificada através da cromatografia de troca catidnica. Ensatos de cristalizagdo foram
realizados onde microcristais & cristais em forma de agulha foram obtidos. Futuramente, estudos
estruturais ¢ funcionais destas enzimas poderdo trazer informagdes sobre a patogenicidade da X
Jastidiosa, assim como possibilitar o desenvolvimento de inibidores especificos.
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ABSTRACT

The bacterium Xiiella fustidiosa has been associated with diseases of economically important
crop as the citrus variegated chlorosis (CVC) - in citrus in Brazit and the Pierce’s discase 1n
grapevipes in the United States (Hopkins. 1989 and Purcell ¢/ o/, 1997). The economic
importance of the citrus mdustry in Brazil and the high level of damage caused by CVC in
brazilian orchards have resulted in an extensive research program stasting with the sequencing of
the entire genome of X. fastidiosa (Simpson er af. 2000). The bactertum is transmitted by
specific sharpshooter leathoppers when the insect feeds on the xXylem sap. Typical disease
svmptoms include conspicuous variegations. with chlorotic areas on the upper side and small
necrotic lessions on the lower side of the leaves. The affected fruits are smaller. often no more
than one-third of the diameter of healthy fruits. hardened and without commercial value. X
fasticdiosa has a minc-gene operoa (B. C. DL E. F. H. J. K. and M genes) responsible for the
biosvnthesis of exopolysaccharides. denoted fastidian gum. that may be linked directly to the
pathogenecity of the microorganism. In this work our main aim is to study the GUMC enzyme.
that mav be responsible for gum polymerization or secretion through the membrane of X
fastidiosa and GUAIK enzyvme. a glucuronosy ltransferase or glycosyltransferase V. that adds a
glucuronic acid to tetrasaccharide manose-a-1.3-glucose-f3-1 4-glucose-P-P-polvisoprenyl. The
aum gene was cloned into the pMAL-c2x expression vector. and GUAMC-AMBP fusion protein
was expressed with estimate molecular mass Y8kDa. was purified through affinity column and
was characterized through the reaction of anti-MBP antibody by imunoblotting. Molecular
aggregation studies of GUMC-MBP fusion protein were measured by Dynamic Light-Scattering
(DLS). Crystallization screens were made and microcrystals were obtained. The GUMC-AMBP
fusion protein were cleavaged with Factor Xa and the GUMC enzyvme were purifted through ion
exchange chromatography. The GUMC molecular mass were determined using size exclusion
chromatography. superosel2. Anti-GUAC-MBP antibodies were already produced in mice and
were used to characterize the GUMC protein. by imunoblotting techmique. In addition. according
to circular dichroism spectroscopy. GUAMC protein prevalent secondary structure is w-helix.
Nire constructions for the gumC sene. without 37 and 3° transmembrane regions (one for
cloning in pET29b and 8 for cloning in pMALc-2x) were carried out. One of the constructions.
the modified fusion protein GUMC-MBP (3. was expressed into the pMALc-2x expression
vector. The modified fusion protein GUAFC-MBP 3¢ were purified through affinity resin and
cleavaged with the Factor Xa enzvme. [n the future. aggregation states of GUMC-MBP and
modificd GUAMC-MBP C3 fusion proteins. and GUMC and modificd GUAMCCS enzymes could
be measured by DLS and compared. The gumK gene. cloned into the pMALc-2x expression
vector. expressed a GI/ATK-AMBP fusion protein soluble with molecular mass 86kDa. This fusion
protein was purtfied through affinity resin. The GI/AK-MBP fusion protein was characterized
for imunoblotting and CD measurements. The GUAIK-A{BP fusion protein was cleavaged with
Factor Xa enzvme and the GUMK enzyme was punfied through cationic exchange
chromatograply. Cryvstallization screens were made and microcrsstals and crystals m needle
form were obtained. Future enzvmes characterization three-dimensional structure will allow
further structural and functional studies on the pathogenicity of X fastidiosa. as well as to
development of specific inhibitors.
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Muitas doengas de plantas de causas desconhecidas sdo consideradas viroses
devido as falhas da associagdo de bactérias, fungos e nematbides com as doengas. Muitas
viroses e agentes que agem como sendo virus, ndo sdo transmitidos através de sementes,
o0 que evita a transmiss3o direta destes agentes para as proximas geragdes. Em contraste,
as plantas que se propagam vegetativamente € sdo infectadas por estes agentes,
transmitem as doencas para as futuras geragdes. Desde que citros € perene e quase todos
0s citros se propagam vegetativamente por brotamento, este se torna um hospedeiro ideal
para virus e para agentes que agem como virus, alguns dos quais t&ém estado presentes
como hospedeiros em citros por mais-de 100 anos. O Compéndio de Doengas de Citros
descreve 33 tipos de doengas relacionadas a virus e a agentes que se comportam como
virus e 3 doengas de causas desconhecidas ou incertas (Whiteside and Timmer, 1988).

Fungos, bactérias, virus e nematoides foram identificados como patégenos de
plantas no final do século XIX e comego do século XX. Agentes causais de muitas
doencas, que foram consideradas viroses, t€m sido identificadas recentemente. Um
exemplo disso é a Doenga de Pierce, que antes era associada a virose, hoje sabe-se que é
transmitida pela bactéria Xylella fastidiosa (Derrick e Timmer, 2000).

Fitopatologistas de plantas tém feito grande progresso na identificagdo,
caracterizagio, detecgdo ¢ desenvolvimento de estratégias de controle para muitos
patogenos. Tudo isso gragas ao desenvolvimento dos métodos em Biologia Molecular.

Novas técnicas de cultura e manipulagio de microorganismos tais como: microscopia,
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centnfugacdo, eletroforese, caracterizagdo de acidos nucléicos e proteinas, imunologia e
senética tém sido adotadas para a identificaco de novos patogenos, caracterizagio de
patogenos conhecidos, estudos da interagdo patdgeno-hospedeiro e controle de doengas
{Dernck e Timmer, 2000).

Na década de 80, no Brasil, foi diagnosticada que a bacténa X. fastidiosa é o
agente causador de uma das doengas que mais atacam a plantagdo de citricos, a Clorose
Varniegade de Citros (CVC), doenga popularmente conhecida como ‘amarelinho”. A
bactéria pode ser detectada em citros infectados através de varnios procedimentos e a cepa
causadora da CVC pode ser distinguida de outras linhagens da mesma bacténa através de
técnicas como a PCR. Diferentes inhagens de X. fastidiosa causam doengas em diversos
tipos de plantagio como videiras, pereiras, pessegueiros e cafezais (Purcell e Hopkins,
1996; Beretta et al ,1996; Banks et al,, 1999_ e Metha e Rosato, 2001).

Pesquisas mostram o progresso da CVC no estado de S&o Paulo, sendo as regides
com incidéncia mais elevada o norte, noroeste e centro. Estudos epidemiolégicos daCVC
mostram que em [2 anos, uma (nica arvore infectada pode espalhar a doenga em 90%
das arvores em um pomar de 20 hectares (www fundecitrus.com br). Estas perspectivas
sdo alarmantes para a economia do pais, visto que a exportagdo de suco de laranja tem
parcela significattva no equilibrio da balanga comercial brasileira, representando

aproxtmadamente 1 .67% das divisas geradas pelas exportagdes (www laranjabrasil com).

1.1) - Clorose Variegada de Citros (CVC)

A Clorose Varegada de Citros (CVC) ou ‘amarelinho’ foi primeiramente relatada

em 1987 nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, como uma doenga que afeta todas as
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variedades de laranja doce (Chang ef al., 1993). A doenga se espalhou rapidamente
através da técnica de enxerto com ramos contaminados e também através dos insetos
vetores e tomou-se largamente distribuida em todas as regides produtoras de laranja do
pais. A CVC é uma das maiores preocupagdes dos produtores de citros, junto com a
morte subita dos citros (MSC), cancro citrico e greening (fundecitrus com br).

Restrita ao xilema da planta, a bacténa X. fastidiosa provoca o entupimento dos
vasos responsaveis por levar agua e nutrientes da raiz para a copa da planta. A produgio
do pomar cai rapidamente, os frutos ficam duros, pequenos e amadurecem precocemente.
A perda de peso do fruto pode chegar a 75%. As figuras 1.1 e 1.2 mostram vasos do

xilema obstruidos pela X. fastidiosa.

Figuras 1.1 e 1.2 — Microscopia cletrénica da Xyllela fustidiosa infectando o xilema de uma laranjeirn
{fotox de Marcos A Machado e Francisco Laranjerra. extrardas do site” woaon findectssus con bry,

Os primeiros sintomas da clorose aparecem nas folhas maduras da copa. Em
folhas novas, mesmo de plantas severamente afetadas, nio ha manifestagdo da doenga.
Os pnimetros sintomas s8o vistos nas folhas, passam posteriormente para os frutos e
acabam se manifestando em toda a planta. Surgem pequenas manchas amareladas,
espalhadas na parte lisa (parte supernior) da folhas e que correspondem a lesdes de cor

palha na parte inferior. Estas manchas evoluem para lesdes cor palha dos dois lados da



Copltulo 1 A boctérin Xulello fastidiosa e a Cve

folha (figuras 1.3 e 1.4). Com o progresso da CVC, ocorre a desfolha (figura 1.5) dos
ramos mais altos da planta, locais mais atacados pelos insetos vetores (De Negri, 1990;

Malavolta et al., 1990).

Figuras 1.3, 1.4 ¢ 1.5 — Fotos de folhas e frutos de plantas infectadas pela Xylella fustidiosa (fotos
extraidas do site ww w.fundecitius.com.br).

Inicialmente, observam-se poucos ramos com frutos pequenos. Em estagio
avangado, toda a planta produz frutos miidos (figuras 1.6 e 1.7). Quanto mais nova a
planta infectada, mais rapidamente sera totalmente infectada. Com o avanco da doenga,
os frutos amadurecem mais cedo, produzindo menor quantidade de suco por fruto. Os
frutos ficam endurecidos e imprestaveis para o comércio, podendo danificar as maquinas

processadoras de suco (De Negri, 1990; Malavolta et al., 1990; Rosseti et al., 1990).

Figuras 1.6 ¢ L.7 — Fotos de frutos sadios ao lade de frutes de tamanho reduzido devido i doenca
CVC, causada pela bactéria X. fastidiosa (fotos extraidas do site: www.fundecitrus.com.br),
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1.2) - A bactéria Xylella fastidiosa

O termo ‘bacténa hmitada ao xilema’ foi usado para descrever patogenos de
plantas procaridticos dificeis de serem isolados por procedimentos normais em padrdes
de bacteriologta e que vivem restritos no xilema das plantas (Purcell e Hopkins, 1996).
Estes organismos ’fastidiosos’ requerem meios complexos para crescimento, ocorrem
somente no xilema de plantas infectadas, sdo transmitidos por insetos sugadores que se
alimentam da seiva do xilema das plantas e causam doengas de dificil controle. As
células da bacténa X. fasridiosa sdo nido flagelares, nfo esporuladas, medem de 0,3 —
0,5um de didmetro e 1 - Sum de compnmento. A bactéria fastidiosa ¢ Gram-negativa e
cresce entre 20 - 25°C em pH 6.7 — 7.0 {.vww twmintanrasti com br).

Doze espécies de “cigarninhas”™ ou insetos vetores sdo capazes de transmitir a
bactérnia Xylella fastidiosa e, portanto, sdo responsaveis pela disseminagdo da CVC em
todas as regides citricolas do pais. Ao se alimentarem no xilema de arvores
contaminadas, as cigarmnhas adquirem a bactéria e passam a transmiti-la para outras
plantas sadias.

Atualmente, os principais meios de controle da CVC incluem o plantio de mudas
sadias, exterminio das plantas infectadas e controle quimico dos insetos vetores.

O mecanismo pelo qual a bacténa X. fastidiosa causa a doenga CVC ainda nido é
totalmente conhecido, mas quando comparada a outras bactérias patogénicas, observa-se
a presenca de muitos genes relacionados a patogenicidade (Simpson e al., 2000; Lambais
etal., 2000 e Van Sluys, 2003). Entre os fatores relactonados a patogenicidade podemos

enumerar 0 processo de degradagdo da parede celular através de enzimas hidroliticas,
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captagdo e metabolismo de ferro, fator de regulagdo da patogenicidade, interagio célula-

célula, respostas anti-oxidantes e sintese de toxinas (Agrios, 1988 e Lambais et al., 2000).

1.3) - Alguns mecanismos propostos para a patogenicidade da bactéria

X. fastidiosa

¢ Degradacio da parede celular da planta:

A maioria das bactérias patégenas é capaz de produzir uma variedade de enzimas,
como as celulases, xilanases, pectinases e proteases, que degradam a parede celular
das plantas e podem ser importantes fatores de patogenicidade. Genes que codificam
um precursor poligalacturonase, quatro celulases e vérias proteases, assim como uma
completa maquinaria necessaria para secretar enzimas que degradam as paredes
celulares de plantas, foram idenﬁﬁcados na bactéria X. fastidiosa (L.ambais er al,

2000 e Simpson et al., 2000).

e Homeostase de ferro:

A homeostase de ferro é um processo importante na regulagio da expressio de genes
envolvidos na patogenicidade de bactérias (Wiggerich ¢ Puhler, 2000). Genes que
codificam receptores para diversos sideréforos e proteinas envolvidas no transporte
siderdforo-ferro através da membrana foram identificados na X, fasridiosa, sugerindo
assim, que estes podem ser importantes para a sobrevivéncia da bactéria no xilema

(Lambais et al., 2000 e Simpson ef al., 2000).



copitulp 1 A bactéria Xulella fastidiose e 2 CVE

¢ Sintese de toxinas:

Foram identificados, em X. fastidiosa, genes que codificam para diversas toxinas,
entre eles, genes da familia RTX. RTX sdo toxinas que formam poros e que
interagem com a membrana do plasma do hospedeiro causando a liberagdo de
componentes celulares. Em varios patogenos bactenanos de animais, toxinas que
formam poros estdo associadas com indugdo de apoptose em células do hospedetro
(Lally ef al., 1999). Nio se sabe se a X _fastidiosa induz apoptose em células citricas,
mas pode ser um mecanismo usado por ela para ewitar defesas do organismo

hospedeiro (Lambais ef al., 2000; Simpson er al., 2000).

e Respostas anti-oxidantes:

Durante a infec¢do da planta pela X. fastidiosa, a planta da inicio a um processo de
defesa por meio da degradagido parcial da parede celular, induzindo a produgio de
espécies de oxigénios reativos, como superoxidos e peroxidos de hidrogénio. A
explosio oxidativa induzida pela infecgdo pode inibir o crescimento bacteriano e o
desenvolvimento da doenga. Diversos genes envolvidos na desintoxicagio, que
codificam para catalases, superoxido dismutases, glutationa peroxidases e glutationa
S-transferases sugerem que a X. fastidiosa pode, pelo menos em parte, responder a
problemas oxidativos e contra-atacar ao primeiro sinal de resposta da planta devido a
infec¢o causada pelo elemento patogénico (Simpson, 2000 e Cussiol er al., 2003 ¢

Wojtaszek, 1997).
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s Regula¢io da patogenicidade:

O longo periodo necessario para a observagio dos sintomas provocados pela CVC na
planta contaminada, sugere que a sintese dos fatores patogénicos seja regulada por
um numero minimo de sensores, equivalentes aos encontrados em um grande numero
de bacténas Gram-negativas como Agrobacterinm tumefaciens, Erwinia carotovora,
Pseudomonas aeruginosa, P. awureofasciens, Escherichia coli, and Rhizobium
leguminosarum (Cubo et al., 1992; Fucqua e Winans, 1994; Fucqua ef al| 1996 ¢

Pierson et al., 1998),

e Interacio célula-célula:

O contato cé€lula-célula € um processo essencial no estabelecimento da interacgdo
patogeno-planta e desenvolvimento da doenga. Durante o processo de infecgio e
desenvolvimento da CVC, a bacténia X. fastidiosa interage com seu inseto vetor e as
células da planta hospedeira, assim como com outras células de X. fastidiosa em
microcoldmas. Como mediadores do contato célula-célula estio o polissacarideo
extracelular (EPS), adesinas fimbriais e afimbriais, assim como proteinas como

aglutininas (Lambais et al., 2000).

EPS podem ser fatores importantes controlando a patogenicidade da X. fastidiosa.
Em diversas bacténas, o EPS esta associado com viruléncia, promovendo adesio a
superficie do hospedetro (Chatterjee e Vidaver, 1985). Em geral, mutantes para a sintese
de EPS mostram reduzida wiruléncia. EPS também pode estar envolvido no

reconhecimento, determinando a natureza da associagdo planta-bactéria. Diversos genes
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envolvidos na siﬁtese e secre¢do de EPS foram identificados na Y. fastidiosa, baseado nas
similaridades seqiienciais para os genes de sintese e secregio de EPS da bacténa
Xanthomonas campesiris pv campestris (Dharmapun e Sonti, 1999; Beckerer al., 1998)

A X fastidiosa foi a primeira bactéria fitopatogénica a ter seu genoma seqilenciado,
por diversos laboratérios de pesquisa do Estado de Sdo Paulo com a ajuda financeira da
FAPESP e da Fundecitrus, com o objetivo principal de busca por novos mecanismos de
acabar com a CVC dos laranjais (Simpson ef al,, 2000).

Através da analise do genoma, por técnicas de bioinformatica, os genes da X.
fastidiosa podem ser estudados e correlacionados a genes de outras bactérias. A analise
seqtiencial do genoma revelou a existéncia de 22 genes que codificam para a sintese de
proteinas regulatorias e enzimas envolvidas na sintese de um exopolissacarideo (EPS)
{chamado de goma fastidiana) similar a goma xantana, produzida pela Xanthomonas
campestris (Silva er al 2001). Esta é a bactéria causadora do aﬁodrecimento de
cruciferas, como repolho, rabanete e nabo (Williams, 1980) e produz um polissacarideo
extracelular chamado goma xantana, que, devido a suas propriedades reologicas tais
como alta viscosidade e pseudo-plasticidade e estabilidade em condigbes extremas, ¢é
muito utilizado em industrias de alimentos e agnicultura como emulsificante, espessante e

estabilizante (Baird, 1983; Garcia-Ochoa et al., 2000).

1.4) — A estrutura da goma fastidiana é semelhante a da goma xantana

A estrutura da goma xantana, que tem stdo bastante estudada (Melton er al., 1976;
Jansson et al., 1975), consiste de um polissacarideo B-1.4-D-glicose com uma cadeia
lateral com um trissacarideo composto de uma manose, uma molécula de acido

glicurénico e uma segunda manose. Os residuos de manose sio acetilados e piruvilados
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em sitios especificos, mas em diferentes graus (Stankowski er al., 1993; Cadmus et al,
1976: Jansson ef al., 1975). Estudos mostraram que a subuntdade de pentassacarideo €
primeiro sintetizada, ligada a uma molécula de lipideo carreador (difosfato prenol), de
maneira seqiiencial a partir de precursores D-glicose, D-manose, acido glicurdnico, acetil
coenzima A e fosfoenolpiruvato (Ielpi et al, 1983; 1981; 1981; Harding et al., 1987). As
unidades de pentassacarideos sdo subseqientemente polimerizadas a um polissacarideo
de alto peso molecular e transportadas para fora da célula. Portanto, a biossintese de
goma xantana é um processo complexo e preciso, controlado por multiplas enzimas
(Sutherland, 1977). Dois grupos de genes estio envolvidos na biossintese de goma
xantana: os genes xpslll, xpsIV e xpsVI], responsaveis pela sintese da glicose, acido
glicorénico e manose, respectivamente (Képlin et al., 1992; Hotte e al., 1990; Harding et
al., 1987) e os genes gum ou xpsl, que codificam as enzimas envolvidas na polimerizagdo
do pentassacarideo ligado ao poliprenol e secre¢do do polimero para o meio extracelular
(Katzen et al, 1998). Os genes gum sdo agrupados em um operon (operon Gum)
constituido por um conjunto de 16 kb contendo 12 genes designados gum b, ¢, d, ¢, f g,
h i j k Iem O gene gum d codifica a enzima (licosiltransferase 1, responsavel pela
transferéncia da glicose-1-fosfato ao fosfato poliprenol para formar o monossacarideo-
hipideo; gum m codifica a enzima Glicosiltransferase Il que catalisa a adigdo da segunda
glicose para formar o dissacarideo-lipideo; gum h codifica a enzima Glicosiltransferase
Il que catalisa a adigdo da prnimeira manose formando o trissacarideo-lipideo; gum k
codifica a enzima Glicosiltransferase IV ou glicuronosiltransferase que catalisa a adi¢do
do acido glicordnico para formar o tetrassacarideo-lipideo; gum i que codifica a enzima

Glicosiltransferase V que catalisa a adigdo da segunda molécula de manose para formar o

10
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pentassacarideo-lipideo; gum f codifica a enzima acetiltransferase que catalisa a
acetilagdo da manose interna; gum g que codifica a enzima acetiltransferase Il que
catalisa a acetilacdo da manose externa; gum I que codifica a enzima piruvato cetal
transferase que catalisa a piruvilagdo da manose externa; gum b, ¢ e e estdo envolvidos na
polimerizagdo e secre¢do do polissacarideo através da membrana da bacténa; gum j
possivelmente esteja envolvido em um estagio paralelo de polimenzacdo e secrec¢io do
polissacarideo.

A tese de patogenicidade da goma xantana foi refor¢cada quando estudos
demonstraram que a dele¢fio do gene gum d ou alteragBes nos Gltimos estagios da
biossintese da goma xantana reduziram a viruléncia em brocoli e diminuiram a
agressividade da bacténa pela planta (Katzen eral.,, 1998; Chou ef al., 1997).

Portanto, € possivel que a exemplo do que ocorre com a Xanthomonas, o Operon
Gum de X fastidiosa esteja diretamente envolvido na patogenicidade causando a Clorose
variegada de citros (CVC). A analise seqiiencial do Operon Gum da X. fastidiosa, uma
regido de aproximadamente 12 Kb de DNA do cosmideo 7A2 do Projeto Genoma da X.
Jastidiosa, revelou a presenga de um operon homologo ao Operon Gum da Xanthomonas
campestris (Silva et al., 2001). O Operon Gum da X fas#idiosa apresenta 9 genes b, ¢. d,
e, f h j. ke m que codificam para as enzimas GumB, GumC, GumD, GumE, GumfF,
GumH. GumJ. GumK e GumM, respectivamente. Os genes gum i, g e I, que codificam as
enzimas Glicosiltransferase V, acetiltransferase II e Piruvato cetal transferase,
respectivamente, no genoma da X. Campesiris, estio ausentes no genoma da X
fastidiosa. Todos os genes relatados para a sintese de moléculas precursoras, necessarias

como substratos para a attvidade das enzimas que codificam para o operon gum, foram

11
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encontrados no genoma da X fastidiosa. O exopolissacarideo produzido através de
reagdes catalisadas pelas enzimas do Operon Gum tem sido chamado de goma fastidiana.
Na figura 1.8 estiio esquematizadas todas as etapas do mecanismo de produgio da goma

fastidiana proposto por Silva e colaboradores (Silva et al., 2001).

12
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Figura 1.8) — Mecanismo proposto de biossintese da goma fastidiana (modificado sequndo Silva ef al.
2(H Y As enzimas estao mostradas em ovais amarelos: glicosiltransferases T, H. Hl e IV (GumD . M. He K
respectivamente). acetiltransterase 1 (GumF). as proteinas GumE. C. J ¢ B relatadas conto provaveis
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A estrutura da goma fastidiana deve ser composta por repeticdes de B-1,4-D-
glicose e uma cadeia lateral formada por um dissacarideo, uma molécula de manose
acetilada e outra de acido glicuronico. A figura 1.8 mostra a enzima Gumi, uma enzima
glicosiltransferase 1, responsavel pela adigdo da glicose-1-fosfato ao fosfato poliprenol,
formando o monossacarideo-lipideo (P-Gic). A enzima GumM, glicosiltransferase 11,
adiciona a segunda glicose, formando um dissacarideo-lipideo (P-Glc-Glc). Apos a
formacgdo do dissacarideo, a cadeia lateral comega a ser formada com a adi¢do de uma
manose pela manosiltransferase I, a GumH (P-Gle-Glc_Man). A proxima etapa € a adigio
de uma molécula de acido glucorénico a manose, catalisada pela GumK (P-Glc-
Glec_Man_GlcAc). A enzima GumF, acetiltransferase, catalisa a acetilagio da manose. A
figura 1.9 mostra a formacgio do tetrassacarideo.

As enzimas GumB, Guml, GumC e GumJ, possivelmente, estio envolvidas na
polimerizagdo e exportagfo do polissacarideo pela membrana da bacténia. A figura 1.10

mostra a polimerizagdo da goma fastidiana:

14
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Figura 1.10 — Esquema mostrando a polimeriza¢iio da goma fastidiana.

Estudos recentes (Scarparni et al., 2003 e Osiro et al.,, 2004) mostraram que a X,
Jastidiosa produz a goma fastidiana e outros estudos mostraram que o xilema das plantas

infectadas est4 bloqueado, o que impede o fluxo normal de 4gua (Hopkins, 1981).
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Portanto, o estudo da via metabolica da goma fastidiana pode ser uma ferramenta
interessante para o controle da doenga CVC. O estudo estrutural das enzimas envolvidas
nesta via ¢ a busca de inibidores com propriedades tais que impe¢am ou diminuam a
produgio da goma fastidiana sdo objetos de estudo de um projeto no qual a presente tese
esta inserida. Estudos cristalograficos destas enzimas poderfo produzir informagdes
estruturais fundamentais para o conhecimento total da via biossintética, assim como para
o desenvolvimento de inibidores especificos.

E importante ressaltar que embora a goma xantana (produzida pela bactéria
Xanthomonas campestris) tenha sido bastante estudada, ndo existem estudos bioquimicos
e estruturais com as enzimas envolvidas em sua sintese. Assim, o presente trabalho é
pioneiro e, devido a alta identidade seqiiencial entre as enzimas, todo conhecimento
obtido para as enzimas da X_ fastidiosa podera ser estendido as enzimas da X. campestris
¢ as outras cepas de X fastidiosa, responsaveis por doengas em cafezais, videiras,
pesseguelros.

O estudo com as enzimas envolvidas na biosintese da goma fastidiana, produzida
pela X. fasridiosa, foi iniciado em nosso laboratério em Margo de 2000. Varias pessoas
estdo envolvidas no desenvolvimento do projeto, que participa da Rede de Biologia
Molecular Estrutural — Fapesp. No presente trabalho foram estudadas duas proteinas da
via de produgdo da goma fastidiana, as enzimas GemK, uma glucuronosiltransferase, e a
GumC envolvida nos processos de polimerizag3o do polissacarideo ou na sua exportagio
através da membrana da bactéria. Os genes que codificam a sintese das duas proteinas

foram clonados em vetores de clonagem e as proteinas foram expressas na forma solavel.
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As proteinas foram purificadas e caracterizadas através de técnicas de eletroforese,

immunobloting, dicroismo circular e espalhamento dindmico de luz.

1.5) - As proteinas estudadas: GumK e GumC

GumC- Uma proteina de fung¢io ainda no totalmente conhecida, mas estudos em
Xanthomonas tém sugerido sua participagdo nos processos de polimerizagdo do
polissacarideo ou no de sua exportagdo através da membrana da bacténa (Katzen ef al.,
1998). No entanto, apesar da sua funcfo nido estar estabelecida, sua atividade e
importancia para o surgimento da doenga, no caso causada pela bacténa Xanthomonas,
foi constatada através de estudos de mutagio génica. Mutagdes no gene gum ¢ levaram a
diminuigdo da produgio da goma xantana e a dimmuigdo da viruléncia da bactéria
(Katzen et al., 1998; Chou ¢t al, 1997). A analise da seqiiéncia da proteina, realizada
através de ferramentas de bioinformatica, mostra que a proteina apresenta duas regides
transmembranicas envolvendo as regides N- e C- terminal da molécula. Esta analise
mostra também que a proteina é constituida de um elevado nimero de residuos

hidrofébicos e de massa molecular estimada de 53 kDa.

GumK- E uma glicoronosiltransferase, que cataliza a adicdo de um 4cido
clicoronico na molécula da manose para a formacgao do tetrassacarideo. Estudos teoricos
realizados para a proteina GumK n#o encontram regides transmembranicas na
composigdo de sua molécula, embora estudos recentes (Barreras ef al, 2004) mostrarem,
através de analises para determinar a sublocalizagdo celular, que a proteina GumK de X.

campestris esta predominantemente localizada na fragdo da membrana da bactéria.
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OBJETIVOS

Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo, que tem como objetivo
principal contribuir para o conhecimento da via biossintética da goma fastidiana
produzida pela bactéria X. fastidiosa, no mecanismo de patogenicidade, e desenvolver
bases para o controle da doen¢a Estudos cristalograficos destas enzimas poderdo
produzir informagdes estruturais fundamentais para o conhecimento total da via
biossintética, assim como para o desenvolvimento de inibidores especificos e sdo

objetivos de trabalhos futuros.

1.1) - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Assim, no presente trabalho, nos propomos a estudar duas enzimas desta via,
uma glucuronosiltransferase (GumK), enzima que catalisa a adigio de acido glucordnico
para formar o tetrassacarideo-lipideo e a GumC, enzima envolvida na polimerizagdo ou
na secrecdo da goma.

O estudo da enzima Gum( ¢ de particular interesse visto que estudos com X

campestris mostraram que ocorre uma diminuigdo na viruléncia da bactéria quando
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alteragdes nos ultimos estagios da biossintese da goma xantana (através de mutagdes
génicas) sdo realizados (Katzen et al., 1998; Chou et al_, 1997).

Os objetivos do presente trabalho incluem estudos de clonagem dos genes gumc
e gumk, expressdo, punficagio das proteinas Gum({ e GumK, a caracterizagdo das
mesmas através das técntcas de Dicroismo Circular, Espalhamento Dindmico de Luz,
cromatografia de filtracdo a gel para determinagdo da massa molecular, seqienctamento

da regido N- terminal, produgdo de anticorpos e a realizagdo de ensaios de cristalizagio.
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MATERIAIS, METODOS E TECNICAS

Neste capitulo serfio relatados os materiais e métodos utilizados para a clonagem

dos genes, expressio, purificagdo e caracterizagio das enzimas envolvidas nesta tese.

Para melhor compreensio, descreveremos as metodologias utilizadas para as

duas enzimas, Gum(C e GumK  separaradamente.

3.1)- Enzima GumC

3.1.1) — Clonagem do gene gumc no vetor de expressio pMALc-2x e testes de
expressio da proteina de fusio GumC-MBP

O gene gumc, originario do cosmideo 07A02, foi clonado no vetor de expressio
pMal-¢2x (colaboragiio com o Prof. Paulo Arruda — UNICAMP). Os primers utilizados
para clonagem foram: 5° -~ GTAGAATTCACTATGGATTATCC - 3" E 37 -

TACTCTAGACTCAATACAACTGCC - 5°. A partir desta construgdo, foram obtidas

coldnias transformantes em células de E. coli DHS5a.
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O pré-inoculo da coldnia transformante consistiu de 5 mL de meio LB liquido
juntamente com 50 ug/mL. de ampicilinae | coldnia transformante em células de £. coli
DHS5a. O crescimento ocorreu a 37°C sob agitag@o a 250 rpm por 12 horas. Deste pré-
moculo, 1 mlL foi adicionade a 100 ml de meio LB, 50 ug/mL de ampicilina e 1 mL de
glicose 20% e foram incubadas nas mesmas condigdes que foram usadas para o pré-
indculo. Foram realizados 3 indculos iguais a este.

Quando a cultura de células de E. coli DH5a atingiu a densidade optica de 0,8
em 600 nm, um dos indculos foi mduzido a 37°C por 4hs e os outros dois foram
resfriados em gelo e apos foi adicionado isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPT G), na
concentragdo final 0.6 mM, por 20hs variando a temperatura de inducdo (25 e 30°C).

Realizamos outros experimentos onde 2 indugdo foi feita a 20°C, por 20hs, e a
concentra¢do de IPTG for vaﬁad;l (0,01, 0,1; 0,3 e 0,6mM). As células foram separadas
do meio por centrifugagdo a 4000 g durante 30 minutos a 4°C e ressuspendidas em 25
mL de tampdo de lise ou tampdo de coluna (20 mM de Tris-HCl, pH 7.4, 200mM NaCi,
1mM Azida sédica, ImM EDTA) e congeladas a -20°C.

Foram utilizadas outras células de E. coli para a transformagio: cepas de BL21

(DE3) e BL21 (DE3) pLysS.

3.1.1.1) — Otimizac¢io do procedimento de obten¢io da proteina recombinante
GumC-MBP

O pré-indculo consistiu de 5 mL de meto LB liquido juntamente com 100 ug/ml.
de ampicilina, 50ug/mL de cloranfenicol e 1 colénia transformante em células de £ coli

BL21 (DE3) pLysS. O crescimento ocorreu a 37°C sob agitagio a 250 rpm por 12 horas.
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Deste pré-indculo, 5 mL foram adicionados a 500 mL de meio LB, 50 ug/ml de
ampiciiina e foram incubadas nas mesmas condigdes que foram usadas para o pré-
inoculo.

Quando a cultura atingiu a densidade 6ptica de 1,2 em 600 nm, a cultura foi
resfriada em gelo e apds foi adicionado isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG), na
concentragdo final 0,6mM, e a expressdo da proteina de fusio GumC-MBP ocorreu a
20°C por 20hs. As células foram separadas do meto por centrifugagdo a 4000 g durante
30 minutos a 4°C e ressuspendidas em 25 mL de tampio de lise ou tampdo de amilose
(20 mM de Tns/HCI, 200mM NaCl, 1mM Azida sodica pH 7.4 contendo 1% de Triton

X-100).

3.1.2) - Lise celular

A lise celular foi realizada através da adigdo de 1% (massa/volume) de lisozima
ficando o extrato bruto em gelo por 20 minutos. Apos este intervalo 2 métodos de lise
celular foram utilizados:
- lise através da técnica de congelamento e descongelamento (5 vezes) seguida de
sonicagdo (5 vezes de 1 minuto — intervalo de 40 segundos):
- lise através da técnica de sonicagdo (6 vezes de 1 minuto — intervalo de 60 segundos).

Apos a sonicagiio, o lisado foi centrifugado por 30 minutos a 9000g a 4°C.

3.1.3) — Purificaciio da proteina de fusio GumC-MBP
O sobrenadante do lisado ¢ filtrado em papel de filtro ¢ diluido 3 vezes com

tampdo de coluna. A amostra foi aplicada na coluna de amilose (7,5 mL. de resina),
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previamente equilibrada com § volumes de tampéo de coluna (20 mM de Tris/HCI,
200mM NaCl, ImM Azida sédica pH 7,4) acrescido de 0,33% de Triton X-100. O fluxo
utilizado foi de 0,6 mL/minuto. Apds a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com 30
volumes de tampio de coluna.

Em seguida a proteina de fusio GumC-MBP foi eluida com 4 volumes de tampio
de coluna (20 mM de Tris/HCY, 200mM NaCl, ImM Azida sodica pH 7,4) acrescido de
10 mM de maltose e 0,33% Triton X-100.

A purificagdo foi acompanhada por gel SDS-PAGE a 15%. As fragdes contendo
a proteina de fusio foram reunidas e outras cromatografias foram testadas, com o
objetivo de obter a GumC-MBP pura:

e Cromatografia de filtracio a gel Superose 12 (25mL de resina): as fragdes
eluidas da coluna de amilose foram reunidas e concentradas em centriprep 30.
200uL da amostra a uma concentragdo de 1mg/mL (determinada pelo método de
Bradford -Bradford, 1976) foi aplicada na coluna, segundo o protocolo:

Tampdo utilizado: 20 mM de Tris/HCl, 200mM NaCl, ImM Azida sédica pH

7.4 acrescido de 0,33% de Tween 20;

Fluxo: 0,5mL/minuto;
Coletor: Iml/Ar,
Passar 2 volumes de coluna.

o Cromatografia de troca ionica: DEAE sepharose Hi Trap (amidnica): A
amostra eluida da coluna superose 12 foi concentrada até Img/mL e aplicada
seguindo o protocolo:

Fluxo: 0,7mL/minuto;
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Coletor: 0,7mL/minuto;
[.avagem: 10 volumes de coluna do tampido Tns/HCl 20mM - pH7.4, ImM

Azida sodica e 1mM de EDTA acrescido de 0,33% de Tween 20 (tampfo A) ;
Gradiente de 0 a 100% de tampdo B (Tampdo A + 1M NaCl);

Comprnimento do gradiente: 20 volumes de coluna.

Precipitacio da proteina de fusio GumC-MBP com Sulfato de aménio (S.A.)

Fragdes eluidas da coluna de amilose foram reumdas para precipitagdo com S.A.
seguindo o protocolo:
Adicionamos lentamente o correspondente a 10% de S.A. a amostra contendo a
proteina de fusdo e deixamos agitando por 20 munutos a 4°C. A amostra foi
centrifugada a 15000¢ por 15 minutos. O pellet foi separado e ressuspendido com
o mesmo volume anterior‘ de tamp&o de amilose. Adicionamos ao sobrenadante
lentamente o correspondente a 20% de S.A. e deixamos agitando novamente por
20 minutos a 4°C. Novamente centrifugamos por 15 minutos a 15000g. Repetimos
este procedimento para as concentragdes de 30, 40, 50 e 60% de S.A. Este
expenimento foi analisado através de gel SDS-PAGE.

Cromatografia da proteina GumC-MBP em Hidroxiapatita

Ap6s eluigdo da proteina de fusio GumC-MBP da coluna de amilose, as fragdes

foram reunidas e a amostra dialisada contra tampio de fosfato 25mM pH 7,45 +

0

5% Tween-20 e foi aplicada em coluna de hidroxiapatita (SmL de resina) seguindo

o protocolo:

Fluxo: |mL/min

. P e
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Lavar a coluna: 50 mL de tampéio A (tampéo fosfato 25mM, pH 7,45 + 0,5% Tween-
20)
Gradiente: 0 a 100% de tampio B (tamp&o fosfato 0,5M + 0,5% Tween-20).

Comprimento do gradiente: 100 mL

3.1.4)— Caracterizacio da proteina de Fusio GumC-MBP
3.1.4.1) Experimentos de Dicroismo Circular (Circular Dicreism — CD)
3.1.4.1.1) - Dicroismo Circular (CD - Circular Dichroism)

O Dicroismo Circular (CD) é uma técnica apropnada para estimar a percentagem
dos componentes da estrutura secundara das proteinas (hélice-a, folhas B, voltas f e
sequéncias aleatdnas).

A espectrometria de C]j baseia-se no desvio da luz circularmente polanzada
incidente em compostos quirais ou assimétricos (Nakanish et al., 1994). No caso das
proteinas, estes grupos assimétncos envolvem principalmente as ligagoes peptidicas, as
cadetas laterais dos aminoacidos, e grupos prostéticos. Essa luz circularmente polarizada
consiste de dois feixes de onda plana, linearmente polarizados, ortogonais entre si e fora
de fase por 90°. A onda linearmente polarizada pode ser decomposta em duas
componentes individuais circularmente polarizadas: uma a esquerda e a outra a direita.
Quando a luz incide em um composto assimétrico, esta é absorvida e cada um dos
componentes interage de forma distinta em relagdo a absortividade especifica dos
diferentes compostos. Dessa maneira pode-se entdo definir o CD como a propriedade
que consiste na interagdo distinta para a luz circularmente polanzada a direita ¢ para a

luz circularmente polarizada a esquerda emitida com i1gual intensidade, e o sinal de CD
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como sendo a diferenga entre a absor¢do da luz circularmente polarnizada a esquerdae a
direita.

O espectro de CD é dividido em duas regides: na regido do UV proximo e na
regido do UV distante. Na regido de UV proximo que compreende o intervalo para o
comprimento de onda entre 250 a 300 nm, venifica-se a contribuigdo dos aminoacidos
aromaticos e também das pontes dissulfeto. Ja naregido de UV distante que compreende
o ntervalo de 190 a 250 nm é dominada pela transi¢io das cadeias peptidicas da
proteina e esta regido que nos permite estimar a composi¢do da estrutura secundarta e
acompanhar as possiveis mudangas na estrutura que possam ocorrer durante o
expenmento. O espectro de CD pode ser considerado como sendo do tipo hélice o
quando apresenta um espectro contendo duas bandas negativas em 208 e 222 nm e uma
banda positivaem 192 nm. Ja o éspectm caracteristico de folhas p apresenta uma banda

negativa em 216 nm e uma banda positiva em 195 nm (Sreerama er al_, 1993).

Estimativa da estrutura secundaria de proteinas

O espectro de CD € a contnibuigdo lincar de todas as fragdes de estrutura
secundaria que constituem uma dada proteina. Sendo assim, pela andlise e
desconvolugio de um espectro de CD ¢ possivel estimar a composigdo de estruturas
secundarias. Para isso € necessario empregar um programa para desconvolugio
espectral. Por outro lado, através do espectro de CD também é possivel agrupar as
proteinas em cinco classes distintas: toda-ot, toda-B, a+p (regides separadas), o/p

(regides interconectadas) e randomica (altamente desordenada), utilizando-se um
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métode matematico chamado analise de "cluster" (Venyaminov et al, 1994,

o tamar L ojostate EDU - sreeram: CDProY).

No presente trabalho, foi usado o programa Self Consistent (SELCON-3)
(Seerama et al, 2000), usando um grupo de proteinas de referéncia selecionado pelo
programa "cluster”, dentro do banco de 43 proteinas disponiveis no mesmo. Por esse
método, o espectro da proteina a ser anahsado ¢ incluido em uma matnz com dados
espectrais de CD e é selecionado inicialmente a estrutura de uma proteina de referéncia
a0 acaso. A equagdo da matriz que relaciona o espectro de CD a estrutura secundaria,
F=XC, ¢ resolvida pelo algontmo de decomposi¢io de valor singular (SVD) utilizado
pelo SELLCON 3. A solugdo mnicial é substituida poroutra e o processo é repetido até que

a auto-consisténcia seja alcangada (Sreerama et al., 2000).

O estudo do enovelamento da proteina de fusdo em solugdo foi realizado em
colaboragdo com a Prof* Leila Maria Beltramini, do Laboratério de Biofisica da USP de
Sdo Carlos. As medidas de CD procederam em um espectropolarimetro Jasco J715. A
solu¢dio contendo a proteina Gum(C-MBP, a uma concentragido de 0,26mg/mL, foram
adicionadas em cubetas de quartzo, do tipo circular, de 1 mm de caminho optico. Os
espectros foram gravados num intervalo de 195 a 250 nm, & temperatura ambiente, 22°C

com, em média 10 varreduras.

3.1.4.2) - Producio de Anticorpos
A produgdo de anticorpos anti-GumC-MBP foi realizada com a fusio GumC-

MBP parcialmente pura (eluida da coluna de amilose). Este experimento foi feito de

32



capitlo =2 pMateriais, Métedos € Téenicas

acordo com a literatura {Sambrook and Russell,, 2001). Trés camundongos foram
utilizados na produgdo do anticorpo. A pnimeira inoculagdo (primeira dose) foi
realizada utilizando 50puL (100pug) do antigeno e 50puL de adjuvante. Apos 40 dias,
fizemos a segunda inoculagio, injetando 100pL (15ug) da proteina GumC-MBP sem a
presenga de adjuvante. Decomdos 10 dias da segunda inocula¢do, sangramos o animal.
O sangue total foi coagulado em banho-mana a 37°C e apds centrifugado por 30
minutos, 10.000 rpm a 4°C. O soro (sobrenadante do centrifugado) contendo anticorpos
contra a proteina de interesse foi incubado com um lisado de cultura de células da cepa
de E. coli BL21 para diminuir as reagdes cruzadas causadas pela contaminagio com
proteinas da bactéria £ coli. A titulagdo do anticorpo foi feita nas seguintes
concentragdes de anti-GumC-MBP em solucdo TBS 1:1000, 1: 5000, 1: 10.000, 1 :
15.000, 1:20.000, 1:30.000, 1140‘.000, 1:50.000, 1: 60.000 e 1 : 70.000.

As amostras das diluigdes foram aplicadas em gel de SDS-PAGE 15%, e a
transferéncia em membrana de nitrocelulose foi realizada por 5hs. As tiras de
nitrocelulose contendo GumC-MBP foram incubadas com anticorpo anti-GumC-MBP

(nas suas diversas diluigdes) a fim de venficar a titulagdo do anticorpo.

3.1.4.2.1) — Caracterizacdo da proteina GumC-MBP através de Western Blotting

A amostra contendo a proteina de fusdo GumC-MBP foi aplicada em gel SDS-
PAGE a 15%. Este gel foi eletrotransferido para uma membrana de nitrocelulose. A
membrana foi corada com Ponceau 0.5% e as bandas das proteinas foram marcadas na

membrana. A membrana for deixada em contato com uma solugdo de leite em po
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dissolvido em TBS por 12 horas para o bloqueio de sitios inespecificos. A membrana foi
lavada em TBS para retirada do leite e incubada com o pnmeiro anticorpo (anticorpo
monoclonal anti-GumC-MBP) por 2 horas. Novamente a membrana foi lavada com TBS
e colocada em contato com o segundo anticorpo (anti-IgG de camundongo) marcado
com fosfatase alcalina por mais 2 horas. A membrana foi lavada com TBS novamente. A
membrana entédo fo1 revelada com uma solugdo contendo NTB (nitroblue de tetrazolio) e
BCIP (5-Bromocloroindolil-fosfato) por 10 minutos. A membrana foi lavada com agua

para interromper a reagio.

3.1.5) — Testes de cristalizacio da proteina de fusio GumC-MBP

Os expenmentos de cristalizago foram realizados com a proteina de fusio
GumC-MBP a 54mg/mL em fampéo de amilose com 0,33% de Triton X-100. Fol
utilizada a técnica de difusdo de vapor com gotas penduradas (Ducruix and Giegé, 1992;
Blundell and Johnson, 1976) com a gota constituida de 5yl da solug¢do de proteina (a
5,4mg/mL) e 5ul da solugdo do pogo. Foram feitos, inicialmente, a 18°C, experimentos
com os 2 Fatonais Crystal Screen da Hampton.

Experimentos de otimizagio da cristalizagdo da proteina de fusio GumC-MBP
foram realizados com a proteina de fusdo GumC-MBP, nas concentragdes de 5,9mg/mL
e 6,5 mg/mL, em tampao de amilose (20 mM de Tris/HCI, 200mM NaCl, ImM Azida
sodica pH 7.4) com 0,33% de Tnton X-100. Tambeém foi utilizada a técnica de difusio
de vapor com gotas penduradas a 18°C (Blundell, 1976), utilizando 500uL de cada
solugdo de cristalizagio no pogo, e em cada laminula 4uL de proteina e 4 uL de solugdo

do pog¢o. Foram realizados testes de cristalizag¢do para as condi¢des 23 (0,2M Cloreto de
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Magnésio hexahidratado, 0,1 M Hepes-Na pH7,5 e 30% v/v de Polietilenoglicol (PEG)
400) do Fatonal Crystal Screen I e 7 (10% v/v de Polietilenoglicol 1000 e 10% de
Polietilenoglicol 8000) do Fatonal Crystal Screen I, de forma a fazer uma varredura ao
redor destas condigdes. Neste experimento variamos as concentragdes de sal e
polietilenoglicol para a condigfo 23 do Fatonal 1 e as concentragdes de polietilenoglicol
1000 e 8000 para a condigdo 7 do Fatorial 2. Fatoriais I ¢ I (Hampton), MembFac,
Fatonal PEG.

Também foram realhizados experimentos de cnstalizagdo com a proteina de fusio
GumC-MBP utilizando a técnica de difusio de vapor com gotas sentadas a 4 ¢ 18°C
(Blundell, 1976). Cada pogo continha 60pL. de solug¢do de cnstalizagdo e as gotas eram
constituidas de 0,6uL de proteina (nas concentra¢des de 5,7mg/mlL e 5,5 mg/mL) em
tampdo de amilose (20 mM de‘ Tns/HCI, 200mM NaCl, 1mM Azida sédica pH 7,4)
com 0,33% de Tnton X-100 e 0,6puL de solugdo do pogo. Estes experimentos foram
realizados pelo robé Hydra. Foram realizados testes com os Fatoriais I e I (Hampton),
Fatorial PEG-ION e INDEX {solugoes feitas em laboratorio). A 4°C também foram
realizados experimentos de cristalizagdo com o Fatorial MembFac com a proteina de
fusdo na concentragio de 5,8mg/mL.

Foram realizadas varreduras nas condigdes do Fatorial MembFac, condigio 1
(0,1M cloreto de sddio, 0,1M Acetato de sodio trihidratado, pH4,6 e 12% MPD - e
condigio 2 (0,IM Acetato de zinco, 0,1M de acetato de sodio, pH4,6 ¢ 12% de PEG
4000). Foram feitos “screening’ destas condigSes onde concentragdes de sais e de PEGs
foram variadas. Estes expertmentos de cristalizagdo foram realizados a temperatura de 4

e 18°C.
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3.1.6) - Estudos de estabilidade da proteina GumC-MBP através da técnica de
Espalthamento Dinimico de Luz
3.1.6.1) - Espalhamento Dinimico de Luz (EDL)

O espalhamento de luz por moléculas é um processo interessante na investigagio
da massa molecular e da homogeneidade das macromoléculas. As técnicas de
espalhamento de luz, além de outras utiliza¢des, como estudo de ligantes, associagdo e
dissociagdo de oligdmeros, sdo usadas para estudar proteinas proximas do ponto de
supersaturagio e na presenca de agentes precipitantes para estabelecer condi¢des de

cnstalizagdo (Zulaufer al, 1992).

Definicdo: Espalhamento Dindmico de Luz (EDL), também conhecido como
espectroscopia de correlagdo de kf(')ton ou espectroscopia de espalhamento de luz quasi-
elastica, € a técnica para medir o coeficiente de difusio translacional de uma
macromolécula através do movimento aleatorio (Browniano) que as moléculas sofrem
na solucdo (Ferré-D' Amaré et al, 1997),

O espalhamento da luz monocromatica, ocasionado pelo movimento das
particulas, mostrara flutuagio de intensidades que cormesponde as particulas em
movimento. O conhecimento destas distintas intensidades, permite obter informagdes a
respeito do movimento das particulas, ou seja, do coeficiente de difusio e dimensdes das
macromoléculas (Santos et al, 1996). Este conhecimento é adquirido via fungio de

correlagdo.

A técnica do Espalhamento Dindmico de Luz permite determinar a fungdo de

correlagdo dos fotons. Considerando um equipamento tipico de espathamento de luz, os
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fotons sdo detectados por um simples dispositivo contador. A fungdo de autocorrelagio
de um sinal para a intensidade de luz espalhada é usada para descrever a correlagio entre
a intensidade medida no tempo t=0 ¢ a mesma algum tempo depois. A analise do
decaimento da fungio de autocorrelagio do sinal de luz espalhada pode dar informagéo

quantitativa sobre o comportamento das particulas em solugéo.

Cada populagdo monodispersa de particulas produz uma unica fungdo de
autocorrelagdo, ou seja, uma unica curva de decaimento exponencial. Misturas de mais
de uma populagio de particulas produzem uma soma de exponenciais. Algoritmos como
NNLS e CONTIN podem ser usados para extrair distribuigdes de tamanho de amostras
complexas {0 protem-soruttons. com).

Nos experimentos de espalhamento dindmico de luz, o raio (R) da particula é

inferido a partir do coeficiente de difusdo (D) e pela equagio de Stokes Einstein:

D=kT7 /= kT'67xnR

onde k ¢ a constante de Boltzman. T é a temperatura. ¥ & a viscosidade e 6anR
descreve o “atrito” para uma esfera compacta no meio visceso. Na pratica, as
macromoléculas em solugdo ndo sio esféricas e o raio calculado da forma acima, a partir
do coeficiente de difusdo das particulas, oferece uma estimativa do tamanho aparente da
particula hidratada/solvatada designada pela terminologia “raio hidrodinimico™. O raio
hidrodindmico (Ry) inclui o efeito decorrente da forma e da hidratagdo das particulas

(Santos et al, 1996).
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A massa molecular aparente é derivada de uma curva padrio de massas
moleculares versus valores medidos de Dr de um conjunto de proteinas globulares
conhecidas {(Ferré-D’ Amaré et al, 1997),

Apos a eluigio da amostra da coluna de amilose (em tampdo de amilose: 20 mM
de Tris/HC1, 200mM NaCl, 1mM Azida sédica pH 7,4), utilizamos a amostra contendo
a proteina de fusdio Gum-CMBP, a uma concentragio de 0,2mg/mL, para fazer
‘screenings’ dos aditivos abaixo relacionados:

¢ NaCl -0,4M;

e  Glicerol — 20%

*  OTG (n-Octyl-B-D-thioglucopyranoside) - 5SmM {C.M.C .= 9ImM);
e (licose - 0,5M;

e Arginina - I1M;

e NDSB-201 (Non-detergents sulfobetaines) -0,1M;
o Na;S0,0,1M;

e (NH4)SO: -0,1M;

s (CaCl;-0,1M

s MgSO,-0,1M,

e MgChL-0,1M;

e Urea -0,5M;

s  Sucrose — 0,25M;

e EDTA--10mM,

¢  Tween-20 — 50uM (CMC 0,0072%);

s NaBr-0,1M;
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¢ Imidazol -0,1M;
s Taton X-100 - 0,015% (CMC= 0,015%);

* N-Octyl-B-D-thioglucopyranoside 9mM (CMC = 9mM),

Também foi realizado ‘screening’ com os Kits Detergent Screen 1, 2 e 3 da
Hampton.

Todas as amostras foram centrifugadas a 15000g por 15 minutos e apos,
analisadas por medidas de EDL (Espalhamento Dinimico de Luz) para analisar o
agregamento da proteina de fusio GumC-MBP. As medidas de EDL foram realizadas no

equipamento “ProteinSolutions DynaPro™.

3.1.6.2) Realizacao de novos teétes de cristalizaciio apés estudos de estabilidade
Foram realizados experimentos de cristalizagio com a proteina de fusio GumC-
MBP nas concentragdes de 5,7mg/mL e 5,5 mg/mL em tampdo de amilose (20 mM de
Tris/HCI, 200mM NaCl, ImM Azida sédica pH 7,4) com 0,015% de Triton X-100.
Os experimentos de cristalizagdo foram realizados pelo robd Hydra utilizando a
técnica de difusdo de vapor com gotas sentadas cuja metodologta esta descrita no item
3.1.5. Foram realizados testes com os Fatoriais I e IT (Hampton), Fatorial PEG-ION e

INDEX (solugdes feitas em laboratorio) a 4 e 18°C.
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3.1.7) - Obtengio e caracterizacio da proteina GumC (livre da fusio)
3.1.7.1) - Clivagem da proteina de fusio GumC-MBP com o Factor-Xa

Apbds purificagio em coluna de amilose a amostra contendo a proteina de fusio
GumC-MBP foi submetida aos experimentos de clivagem com Factor-Xa.

Estimamos a concentragdo da fusio Gum(C-MBP em aproximadamente |
mg/mL. O experimento foi realizado segundo o manual do vetor pMAL que sugere que
se use a relagdo 1:100 em massa (1 Factor-Xa : 100 da proteina de fuséo).

Fizemos também experimentos de clivagem a 18°C, usando a relagdo 1:200 e
1:400 em massa (1 Factor Xa:200 da fusdo) e (1 Factor Xai400 da fusdo),
respectivamente, onde aliquotas com 12 e 20hs de clivagem foram retiradas e analizadas

em gel SDP PAGE.

3.1.7.2) — Otimizag¢do da clivagem da proteina de fusie GumC-MBP
Fragdes eluidas da coluna de amilose contendo a proteina de fusio GumC-MBP
foram reunidas e concentradas em Centnipep 50 até concentragdo de 1 mg/mlL para

clivagem com a enzima Factor Xa (1:100, w/v) por 15hs a 4°C.

3.1.8) — Purificagio da enzima GamC apos clivagem cem o Factor Xa
Apds a clivagem da proteina de fusio GumC-MBP, tentamos separar a GumC da
MBP através de varnas cromatografias.
e Cromatografia de troca iénica utilizando a resina de Hidroxiapatita (1mL):
Aplicamos 900ul. do produto da clivagem seguindo o protocolo:

Fluxo: 1mL/minuto;
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Coletor: 0,7mL/minuto;

Lavagem: 10 volumes de coluna do tamp#o Fosfato 20mM pH7,2 (tampio A);
Gradiente: 0 a 100% do tampio B: 0,5M Fosfato pH7,2;

Comprimento do gradiente: 20 volumes de coluna.

¢ Cromatografia de filtraciio a gel Superose-12:

Foi utilizado 0 mesmo protocolo para purificagdo da fusiio GumC-MBP.

¢ Cromatografia de afinidade (amilose):

Apbs a passagem da amostra clivada em outros sistemas cromatograficos como troca
19nica e filtragdo a gel, a amostra foi reaplicada na coluna de amilose, com o objetivo
de separar a enzima Gum(C da MBP.

e Cromatografia em Phenil sepharose:

Apos a clivagem com o Factor Xa a amostra fo1 dialisada contra tampdo de amilose
(20 mM de Tris/HCI, 200mM NaCl, 1mM Azida sédica pH 7,4) + 0,5M de Sulfato
de Amédnio (S.A)) + 1% Tween-20 + 5% glicerol e foi aplicada em coluna Phenil
sepharose High Performance (1mL de resina) seguindo o protocolo:

Fluxo: variando de 0,3 a 1mL/minuto;

Lavar a coluna: 20mL de tampdo A (tampdo de amilose + 0,5M de Sulfato de
Amdnio + 1% Tween-20 + 5% glicerol);

Gradiente reverso de 0,5M S.A.

¢ Cromatografia de troca idnica (Q-sepharose e SP sepharose): Aplicamos
ImL do produto de clivagem em cada coluna de troca iénica. Realizamos a

cromatografia com 4 tampdes A diferentes: Més/NaOH 50mM pH6.0; Tris/HCI
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20mM pH7.4; Fosfato 50mM pH 7.3 e Tns/HCi 20mM, pH7,4, 1mM EDTA,
ImMNaN;, 1% Tween-20 e 15% glicerol. O protocolo seguido foi:

Fluxo:1mL/min;

Coletor; 0,7mL/min;

Lavagem: 25 volumes do tampio A,

Gradiente: 0 a 100% do tampéo B (tampdo A + 1M NaCl);

Comprimento do gradiente: 50 volumes de coluna.

3.1.9) — Caracterizacio da enzima GumC
3.1.9.1) - Sequenciamento N-terminal

Para sequenciamento do N-terminal a amostra contendo a proteina GumC (10 —
20 pg) foi aplicada em gel SDS-PAGE a 15% ¢ eletrotransferida para uma membrana
PVDF por 4 hs a 150V. A membrana foi corada com Ponceau e a banda correspondente
a enzima Gum( foi seqiienciada em colaboragio com a prof Dra. Heloisa S. Selistre de
Aragjo, do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de Sdo
Carlos.
3.1.9.2) - Caracterizacio da proteina GumC através de Western Blotting

A amostra contendo a proteina GumC foi aplicada em gel SDS-PAGE a 15%.
Este gel fo1 eletrotransferido para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi
corada com Ponceau 0.5% e as bandas das proteinas foram marcadas na membrana. A
membrana permaneceu em contato com uma solugio de leite em pé dissolvido em TBS
por 12 horas para o bloqueio de sitios inespecificos. A membrana foi lavada em TBS

para retirada do leite e incubada com o primeiro anticorpo (anticorpo monoclonal anti-
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GumC-MBP) por 2 horas. A membrana com TBS foi iavada e colocada em contato com
o segundo anticorpo (anti-IgG de camundongo) marcado com fosfatase alcalina por mais
2 horas. A membrana foi lavada com TBS novamente. A membrana entdo foi revelada
com uma solugfo contendo NTB (nitroblue de tetrazéiio) e BCIP (5-Bromocloroindolil-

fosfato) por 10 minutos. A membrana foi lavada com 4gua para interromper a reaggo.

3.1.9.3) — Determinaciio da Massa molecular da enzima GumC

O peso molecular da enzima GumC foi estimado por filtragdo a gel. A amostra
contendo a enzima GumC foi aplicada em coluna Superose 12 analitica (Amersham
Bioscience) em tampio de amilose (20 mM de Tris/HCl, 200mM NaCl, ImM Azida
sédica pH 7,4) contendo 0,5% Tween-20 e 5% glicerol. A coluna Superose 12 foi
calibrada no mesmo tampio com o0s padrdes (Sigma): BSA (forma monomérica de

66kDa ¢ forma dimérica de 132kDa) e ovoalbumina (45 kDa).

3.19.4) - Caracterizagio da enzima GumC quanto ae seu enovelamento por
Dicroismo Circular

A solugdo contendo a enzima GumC na concentragdo de 0.25 mg/mL, no tampio
Tris/HCl 20mM pH7,4, NaCl 200mM, 0,5% de Tween-20 e 5% de glicerol, foi
adicionada em cubetas de quartzo, do tipo circular, de 1 mm de caminho éptico. Os
espectros foram gravados num intervalo de 196 a 250 nm, a temperatura ambiente, 22°C
com, em média 10 varreduras. Utilizamos o programa SELCOM para a deconvolugio do

espectro de CD em estruturas secundanas.
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3.1.10) - Testes de cristalizaciio com a proteina GumC

Foram feitos testes de cristalizagdo com a proteina GumC a 4,5mg/mL em
tamp#o de amilose com 0,33% de Trton X-100, a 18°C. Foram realizados testes com o
Fatorial I Crystal Screen (Hampton). Para este experimento utilizamos 500pL de cada
solugdo de cristalizagdo no pogo, e a gota foi formada por 3pL de proteina e 3 pL de
solugdo do pogo.
3.1.11) - Estudes de modelagem da enzima GumC
3.1.11.1) Ferramentas utilizadas em Modelagem Molecular

A Cristalografia tem sido a técnica mais utilizada para a determinagio de
estruturas tridimensionais de proteinas, seguida pela Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). A técnica da Cristalografia tem como fator limitante a obtengdo de cristais de
proteinas, que sdo arranjos ordénados e periddicos de atomos nas trés dimensdes. Para
crescer cristais, as moléculas da proteina devem ser levadas a supersaturagfo, estado
termodinamicamente instavel, que pode resultar numa fase amorfa ou cristalina, quando
retorna ao equilibrio (McPherson, 1982). Um precipitado amorfo corresponde a um
minimo de energia local frequentemente ocorre quando a agregagdo se da muito
rapidamente. A estratégia usada para induzir a cristalizagio de macromoléculas é
conduzir o sisterna lentamente para um estado de solubilidade minima e, deste modo,
atingir o grau desejado de supersaturagdo. A supersaturagio pode ser atingida pela
evaporag3o lenta do solvente ou pela vanagio de parimetros tais como forga idnica, pH,
tipo de ion, temperatura e concentragio de solvente organico, que podem ser usados para
diminuir a solubilidade da proteina, de forma que a solugio pode tornar-se saturada ou

supersaturada (Ducruix, 1992).
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Dewvido ao processo empirico na obtengdo de cristais e a quantidade de vanaveis
nem sempre controlaveis, o processo de obtengdo de cristais se torna limitado. Assim, a
Modelagem Molecular representa um ganho de tempo na obteng3o de estruturas
tridimensionais, ja que independe de técnicas experimentais como difra¢io de raios X e
RMN.

A técnica de modelagem por homologia prediz estruturas de proteinas levando
em conta a semelhanga seqiiencial de aminocacidos em relagiio a uma outra proteina de
estrutura tndimensional conhecida. O principio do método baseia-se no fato de que
havera pouca alteragio na estrutura tridimensional de uma proteina quando sua
seqiiéncia primaria é levemente alterada (Sali, Blundell, 1993). Esta técnica tem como
limitagdo a existéncia de uma proteina homéloga de estrutura conhecida a proteina de
estudo.

Novas metodologias tém sido desenvolvidas utilizando a modelagem molecutar
em casos onde a proteina em estudo ndo apresenta elevado grau de identidade com a

proteina de estrutura tridimensional conhecida.

3.1.11.2)- Programa ‘Threader’

Métodos de ‘Threading’ foram desenvolvidos para reconhecer pares de proteinas
que ndo apresentam similaridades entre as seqiiéncias, porém apresentam ‘fold’ de
estruturas secundarias similares (Jones, 1999). A base desta metodologia esta na
observagdo de que duas proteinas podem apresentar enovelamentos semelhantes sem

terem elevado grau de identidade seqiiencial (McGuffin e Jones, 1992).
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Threader 3.3 é um programa que faz a predi¢do da estrutura secundaria de
proteinas por meio de comparagdes de enovelamentos cormretos e conhecidos,
depositados em um banco de dados de estruturas dos mais diversos motivos (Jones,
2002). Se nio existirem semelhangas entre o enovelamento da proteina em estudo e das
proteinas com estruturas conhecidas na biblioteca, a busca nio tera sucesso.

Quatro etapas estdo envolvidas no processo de modelagem por threading: selegio
da estrutura molde feita pela predi¢do da estrutura secundaria da molécula em estudo e
comparag¢do em bancos de dados de estruturas, alinhamento da proteina molde e da

proteina em estudo, construgio do modelo e avaliagio ou validagdo do modelo obtido.

3.1.11.3)- Escotha do molde e alinhamento das estruturas

As estruturas moldes séo selecionadas através da comparagdo das estruturas
secundarias da proteina de estudo e das proteinas de estruturas conhecidas que estio
depositadas nos bancos de dados. Programas fazem buscas nos mais diversos bancos
seqilenciais e protéicos disponiveis na rede como por exemplo o PDB (Protein Data
Bank) (Westbrook et al., 2002).

No  presente  trabalho  utilizou-se o  programa  GenThreader
(http://globin.bio. warwick.ac.uk/pred) para gerar o alinhamento entre a proteina

estudada e a proteina molde.

3.1.11.4)- Modelagem molecular
O método de modelagem original e, ainda o mais amplamente usado, ¢ o de

corpo rigido. Esse método permite a construgdo do modelo a partir de corpos rigidos que

46



Capitulo 2 Materials, Métooos e Téenicas

incluem regides centrais, conexdes e cadeias laterais, todos obtidos de estruturas
relacionadas (Taylor, 1994 e Barton, 1998). Outra metodologia empregada é a
modelagem por ajuste de segmentos, que atribui posigdes aproximadas para os atomos
conservados nos moldes para calcular as coordenadas de outros atomos (Jones ef al.,
1986 e Urger et al., 1989). Uma terceira metodologia utilizada é a modelagem por
satisfagio de restrigGes espaciais, que usa técnicas de otimizagio para satisfazer as
restrigbes espaciais obtidas do alinhamento da seqiéncia alvo com os moldes de
estruturas conhecidas. Uma abordagem automatizada para a modelagem molecular
comparativa, baseada em restrigGes espaciais, foi implementado pelo programa Modeller
(Sali e Blundell, 1993), que calcula modelos de proteinas impondo restri¢ées espaciais
obtidas de estruturas moldes.

A modelagem comparaﬁva realizada pelo programa Modeller inicia-se com o
alinhamento entre as moléculas alvo e molde e, juntamente com as informagdes contidas
no arquivo das coordenadas tridimensionais (arquivo pdb), calcula modelos de proteinas
impondo restrigdes espaciais para a seqiiéncia alvo. O arquivo de saida contém os
modelos tridimensionais, contendo todos os 4tomos da cadeia principal e das cadeias

laterais com excegio do atomos de hidrogénio.

3.1.11.5)- Avaliacdo do modelo
A etapa final consiste na avaliagdo dos modelos gerados. Neste trabalho foram
utilizados dois programas de validagdo, o Procheck e o Verify, que serdo descritos

brevemente:
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Procheck: avalia a geometna global da estrutura ou cada residuo
individua]mente,.utilizando os seguintes pardmetros esterioquimicos: ingulos
torsionais ¢, W e o, plananidade das liga¢des peptidicas, o comprimento das
ligagdes e os angulos de ligagdes dos atomos da cadeia principal, a geometria
da ligagdio de hidrogénio e os dngulos diedros das cadeias laterais. Cada um
dos parimetros é comparado com o valor médio e o desvio observado em
estruturas experimentais.

Verify 3D: A partir de informagdes de estruturas ja conhecidas gera-se uma
matriz 20 X 18, conhecida como perfil 3D, que corresponde aos 20 tipos de
aminoacidos contra 18 di;'erentes classes de ambientes quimicos definidos
segundo a estrutura secundaria, exposi¢io ao solvente e contatos com atomos
polares. Esse célcul(; ¢ feito de acordo com o ambiente de cada residuo da

sequéncia, isto €, a probabilidade de se encontrar cada um dos 20

aminoacidos em cada uma das classes de ambientes.

Foi utilizado o programa GenThreader (Yones, 1999) para a busca por proteinas

que apresentam estruturas secundarias homologas a estrutura secundaria predita para a

Gum(. Este programa gerou alinhamentos das seqiiéncias baseado nas estruturas

secundarias das proteinas ¢ estes alinhamentos foram utilizados na construgio dos

modelos. Para a construgio dos modelos foram utilizadas, independentemente, as 2

proteinas que apresentaram os methores alinhamentos apresentados pelo programa

GenThreader.

Utilizamos o programa Modeller 6.0a (Sali er al., 1993) para a construgio dos

modelos 1 e 2 (utilizando como moldes as duas proteinas com estrutura cristalograficas

48



cmpitu_Lo 32 Materiais, Métodos e Téewicas

independentes). Foram gerados 50 modelos e estes modelos foram avaliados pelos

programas Procheck e Venfy 3D.

3.1.12)- Minimiza¢io da molécula da proteina GumC visando aumento de
solubilidade/ estabilidade
3.1.12.1) - Construcio do gene gumc (sem as extremidades N- ¢ C-terminal

originais) no vetor de expressio pMALc-2X e pET29a

e Construciio do gene gumc no vetor de expressio pET2%a

Oligonucleotideos para construciio do gene gumc (sem as extremidades N- e C-
terminal originais) no vetor de expressio pET29b

e construcio 1
“Primer” CpET Oligo 5’: inicia no 166° nucleotideo do gene gumc:

Sequéncia (5°-37): GAATTCCAT ATGCAAAAGTTTCGTGCCACTGCCACG

Sitio Ndel

4

‘Primer” QOPC4 Oligo 3': terminano 1251° nucleotideo do gene gumc

Sequéncia 5'-37: ATAAGAAT(IGGCCGCATCCACTACCGTCACATTGTTAC
Sito Notl

e Construciio do gene gumc no vetor de expressao pMALc-2x

Oligonucleotideos originais utilizados para construgio do gene gumc no vetor de
expressio pMALc-2X

e construgdo original
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“Primer” CpMAL Oligo 5°:inicia no 1" nucleotideo do gene gumc
Seqiéncia (5°-3°): GTAGAATTCACTATGGATTATCC
Sitio EcoRI
“Primer” CpMAL Oligo 3’: termina no 1410* nucleotideo, ultimo nucleotideo do gene
gume
Seqiiéncia (5°-3°): TACTCTAGACTCAATACAACTGCC

Sitio Xbal Cédon de

terminacin

Oligonucleotideos para constru¢io do gene gumc (sem as extremidades N- ¢ C-
terminal originais) no vetor de expressio pMALe-2x

e construgio 2
“Primer” CpMAL5’med2: Olige 5”: inicia no 166" nucleotideo do gene gumc:

Seqﬁéncia (5°-37): CGGAATT(‘CAAAAGTTTCGTGCCACTGCCACG
Sitio FcoR!

QPC2 Primer 3': termina no 1251" nucleotideo do gene gumc

Sequéncia 5-3": TGCTCTAGAATTATCCACTAC CGTCACATTGTTAC-3'

Sitio Xbal Cadon de
terminagdo

e construcio 3
“Primer” CpMALS5’mod2: Oligo 5’: inicia no 166" nucleotideo do gene gumc:
Seqiiéncia (5°-37): CGGAATTCCAAAAGTTTCGTGCCACTGCCACG
Sitio EcoRI

OPC3 Primer 3’: termina no 1281° nucleotideo do gene gumc

5. TGCTCTAGAATTCGAAATTGGGCGGCTCGGAA-3’

Codon de

Sitio Xbal L
termmagao
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e construcio 4

Primer QPC1 Primer 5': inicia no 178" nucleotideo do gene gumc

Sequéncia (5-3") CCGGAATTCGCCACTGCCAC GTTACAGATT-3'
Sitio EcoRI1

OPC2 Primer 3';: terminano 1251° nucleotideo do gene gumc

Sequéncia 5'-3": TGCTCTAGAATTATCCACTACCGTCACATTGTTAC-3'

Sitio Xbal Caodon de
terminagdo

e construgie S

Primer OPC1 Primer §': iniciano 178" nucleotideo do gene gumc

Sequéncia (5'-3’): CCGGAATTCGCCACTGCCACGTTACAGATT-3'

Sitio EcoR1

OQPC3 Primer 3’: termina no 1281" nucleotideo do gene gumc

5"-TGCTCTAGAATTCGAAATTGGGCGGCTCGGAA-3’

Codon de
Sitio Xbal terminagdo

¢ construcio 6
“Primer” CpMALmod.5’: Olige 5°: inicia no 124° nucleotideo do gene gumc:
Seqiiéncia (5°-3"): CGGAATTCGGCGCAACTTCGCTAGCCCTTGG
Sitioc EcoRT
OPC2 Primer 3": terminano 1251" nucleotideo do gene gumc

Sequéncia 5'-3": TGCTCTAGAATTATCCACTACCGTCACATTGTTAC-3'

Sitio Xbal Cédon de
terminagio
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s construcao 7

“Primer” CpMALmod.5’: Olige 5°: inicia no 124” nucleotideo do gene gumc:
Seqiiéncia (5°-3"): CGGAATTCGGCGCAACTTCGCTAGCCCTTGG

Sitio EcoRT

OPC3 Primer 3’: termina no 1281° nucleotideo do gene gumc

5-TGCTCTAGAATTCGAAATTGGGCGGCTCGGAA-3’

. Codon de

Oligonucleotideos para construgio do gene gumc (sem a extremidade N- terminal
original) no vetor de expressio pMALc-2x

e construgio 8
“Primer” CpMALS’mod2: Oligo 5’ inicia no 166" nucleotideo do gene gumc:
Seqiiéncia (5°-3"): CGGAATTCCAAAAGTTTCGTGCCACTGCCACG

Sitio EcoRI

“Primer” CpMAL Oligo 3’: terminano 1410°nucleotideo, Gltimo nucleotideo do gene

gumc

Seqiiéncia (5°-3"): TACTCTAGACTCAATACAACTGCC

Sitio Xbal Codon de
terminagdo

s construcio 9

“Primer” CpMALmod.5’: Olige 5°: inicia no 124° nucleotideo do gene gumc:
Seqiiéncia (5°-3"): CGGAATTCGGCGCAACTTCGCTAGCCCTTGG

Sitio EcoRI
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“Primer” CpMAL Oligo 3’: termina no 1410° nucleotideo, ultimo nucleotideo do gene
gume

Sequéncia (5°-3") TACTUT AGACTCAATACAACTGCC

Sitto Xbal Cdédon de
lerminagic

Através da técnica de Reagdio em Cadeia de Polimerase (PCR) conseguimos
obter copias do gene gumc ja com sitios de digestdo para subclonagem das construgdes
desenhadas. A PCR foi realizada seguindo o protocolo do “kit” Invitrogen:
¢ 2 uL do DNA plasmidial gumc;
¢ 1uL dNTP (mistura de bases de nucleotideos) 10mM;

4 1,5 uL de MgCl; 50mM,;

¢ 5 pl. de tampdo do PCR 10X;

+ 0.2 uL. da enzima Taq polimerase SU/uL. ;

¢ 1 uL de cada oligonucleotideo;

+ Completar até 50 pl. com H;O Milli-Q.

Esta mistura de reagentes, totalizando 50 pL, fot colocada no termociclador obedecendo

0 seguinte programa:
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95°C 95°C
72°C 72°C
3:00 0:30 550C
2:00 2:00 \ 4°C
030 8:00
Ciclo de 25 vezes .

Figura 3.1 - Esquema mostrando a escala de tempos ¢ temperaturas utilizadas no PCR.

Os produtos da PCR foram analisados através de eletroforese em gel de agarose
0,8% marcada com brometo de etidio (0,5 pg/mL) em tampio TAE 05X (40 mM Tris-
acetato, ImM EDTA pH8,0).

Em seguida foi feito gel preparativo com o produto final da PCR e purificagio

deste com o kit Concert™ Rapid Gel Extraction System.

3.1.12.2) — Subclonagem das diversas construcdes do gene gumc no vetor de
clonagem pGEM-T

A partir das diferentes construgdes do gene gumc amplificadas por PCR e
purificadas, fizemos a ligagdo destas com o vetor de clonagem pGEM-T (PROMEGA),

seguindo o protocolo abaixo:

¢ 5 uL tampdo 2X concentrado (PROMEGA),

¢ 1 uL do vetor pGEM,;

¢ 2 uL do DNA gumec (produto de PCR purificado),

o 1 pLH0milliQ;
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¢ 1 uL daenzima T4 DNA ligase (PROMEGA);

Esta reagio ocorreu a 4°C, por 20hs.

3.1.12.3) — Transformacio em cepas de E. coli DH5a dos produtes das liga¢des

Apos a ligagdo das diferentes construgdes do gene gumc no vetor de clonagem,
fizemos a transformagio, seguindo o protocolo de Hanahan (1983), em células
competentes DH5c onde 5 pL da ligagdo foi adicionado em 50 pL. de bacténas DH3a
competentes previamente descongeladas. Deixamos em repouso por 30 minutos em
gelo. O choque térmico foi realizado adicionando a cultura a2 42°C durante 2 minutos.
Deixamos as bactérias no gelo por mais 3 minutos e adicionamos 270 puL de meio de
cultura SOC ( 2% bactotriptong 0.5% de extrato de levedura, 10 mM de NaCl, 2.5 mM
de KCI, 10 mM de MgClz, 10 mM de MgSO4e 20 mM de glicose, pH 6.8) previamente
aquecido e incubamos a 37°C por 60 minutos.

A mistura (200 uL) foi plaqueada em meio LB contendo o antibidtico especifico
para cada vetor. Incubamos durante a noite a 37°C. Apds crescimento das coldnias
recombinantes, colonias foram escolhidas. Fizemos pré indculos com 5 mL de meio LB,
50 ug/mL de ampicilina contendo as colénias e estes foram crescidos a37°C, 250 rpm,

por 12 horas.

3.1.12.4) - Extracio dos DNAs Plasmidiais das diferentes construgées gumc-pGEM-

T e ligacdo destas nos seus respectivos vetores de expressio
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Extraimos o DNA plasmidial da cultura das col6nias transformantes usando o Kit
Concert (Invitrogen). A analise desta extrago foi feita através de eletroforese em gel de
agarose 0.8%.

A digestio dos DNAs plasmidiats das diferentes construg@es gume-pGEM for
realizada utilizando as endonucleases Nhel e Notl para o gene gumc (construgio para
subclonagem no vetor pET29b) e FcoRI e Xbal para o gene gumc (construgdes para
subclonagem no vetor pMALc-2X), seguindo o protocolo do “kit” da Invitrogen:
¢ 25 ul de DNA gum-vetor de clonagem,
¢ 1 pL de cada enzima de restrigéo,

4 3 uL de tampZo 10X (Gibco).

Utilizando o mesmo protocolo, os vetores pET29b e pMALc-2x foram digeridos
(com as mesmas endonucleases -utilizadas na digestio das construgSes descritas acima).

As reagdes de digestio ocorreram a 37°C por 3 hs. Os insertos e vetores
digeridos foram purificados em gel de agarose preparativo.

Apos a digestio dos DNAs plasmidiais e dos vetores, corremos um gel de
agarose preparativo seguido de nova purificagdo utilizando o kit Concert™.

A partir dos DNAs e dos vetores digendos e punficados, fizemos a hgacgio do
DNA com seu vetor, seguindo o protocolo:

Para a construgdo gumc-pET29b:

e 1 ul. do tampdo T, DNA ligase 5X;
e 1 uL da enzima T, DNA ligase;
¢ 6 pL do vetor pET29b digendo e punficado;

¢ 1 uL do gene gumc (construgio 1) digerido e punficado;
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e 1 ul. de H>O.
Para as diferentes construgdes gumc-pMALc-2x:
¢ | uL do tampdo T, DNA ligase 5X,
e 1 pL da enzima T4 DNA ligase;
e 2 L do vetor pMALc-2X digerido ¢ purificado,
e 1 uL do gene gumc (construgdes de 2 a 9) digerido e purificado;
o 5 ub de H,O.
Estas reagdes ocorreram a 4°C por 20hs.

Para a transformagio em DHS5c, utilizamos o protocolo: 100 ul. de DH5a
competentes, 5 ulL da ligagio gumc-vetor, deixamos 2 minutos a 42°C, depois deixamos
em banho de gelo por 5 mmqtos. Em seguida adicionamos 270 pL de meio LB ¢
deixamos em estufa a 37°C por 1h. Apos plaqueamos todo o volume em meio solido
LB/agar.

Nova transformagao foi realizada utilizando agora a cepa de E. coli BL21 (DE3)
pLysS e E. coli BL21 (DE3). O protocolo de transformagdo utilizado foi o de Hanahan
(1983) relatado acima.
3.1.12.5) - Sequenciamento de DNA

Os genes das construgdes gumc (C5, C8 e C9) clonado no vetor de expresséo
pMAL-c2x foram sequenciados pelo método de Sanger utilizando o equipamento ABI-
Prism 377 (Perkin Elmer) pela especialista de laboratorio Susana Andréa Sculaccio. Para
o sequenciamento das construgdes gumc (C5, C8 e C9)) foram utilizados os primers do
vetor pMAlc-2x (“primer” 5°(malE primer) e “primer” 3 (reverse)) e os primers OPC1

Primer 5' ¢ OPC3 Primer 3” para a construgio C5, os pnmers CpMAL5 mod2 e
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CpMAL Oligo 3’para a construgdo C8 e os primers CpMALmod.5’e CpMAL Oligo
3’para a construgio C9. As sequéncias obtidas, foram verificadas e alinhadas utilizando
o programa Blast.
3.1.12.6) — Expressdo das proteinas de fusiio GumC-MBP modificadas C5, C8 e C9
no vetor de expressio pMALc-2X

O pré-inéculo consistiu de 5 mL de meio LB liguido juntamente com 50 ug/mL
de ampicilina e 1 colonia transformante em células de E coli BL21 (DE3). O
crescimento ocorre a 37°C sob agitagio a 250 rpm por 12 horas. Deste pré-indculo, 5
mL foram adicionados a 1000 m! de meio 2XYT, 100 ug/mL de ampicilina ¢ 0,2% de
glicose e foi incubado nas mesmas condi¢des que foram usadas para o pré-inoculo.

Quando a cultura atingiu a densidade dptica de 1,2 em 600 nm, a cultura fo1
resfriada em gelo e apds foi adj;:ionado isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG), na
concentragio final 0,6mM, e a expressdo da proteina de fusdo GumC-MBP ocorreu a
20°C por 20hs. As células foram separadas do meio por centrifugacio a 4000 g durante
30 minutos a 4°C e ressuspendidas em 50 mL de tampéo de lise ou tampao de amilose
(20 mM de Tris/HCI, 200mM NaCl, ImM Azida sédica pH 7.4) contendo 1% de Tniton
X-100, os inibidores de proteases Pepstatin, Leupeptin ¢ PMSF e o redutor -

mercaptoetanol).

3.1.12.7) — Lise celular
Ap0s a ressuspensio das células no seu respectivo tampéo, estas foram deixadas
em gelo por 30 minutos para uma maior solubilizagdo em Triton X-100. A lise celular

foi realizada através da técnica de sonicagdo. O extrato foi sonicado por 30” com 60” de
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intervalo por um total de 6 minutos. Apds a sonicagdo, o lisado foi centrifugado por 50

minutos a 9000g a 4°C.

3.1.12.8) — Ensaios de purificacio das proteinas modificadas GumC-MBP

O sobrenadante do lisado ¢ filtrado em papel de filtro e diluido 3 vezes com
tampdo de coluna. A amostra foi aplicada na coluna de amilose (1,0 mL de resina),
previamente equilibrada com 5 volumes de tampdo de coluna (20 mM de Tris/HCI,
200mM NaCl, 1mM Azida sédica pH 7,4) acrescido de 0,015% de Triton X-100. O
fluxo utilizado foi de 0,6 mL/minuto. Apés a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada
com 30 volumes de tampio de coluna.

Em seguida a proteina de fusio GumC-MBP foi eluida com 4 volumes de tampio
de coluna (20 mM de Tris/HC], 200mM NaCl, ImM Azida sodica pH 7,4) acrescido de

10 mM de maltose € 0,015% de Triton X-100.

3.1.12.9) - Caracterizacao da proteina de fusio GumC-MBP modificada C5 através
de dicroismo circular

O estudo do enovelamento da proteina de fusdo GumC-MBP modificada 5C em
solugdo for realizado em colaboragio com a Prof* Leila Maria Beltramini, do
Laboratério de Biofisica da USP de S@o Carlos. As medidas de CD procederam em um
espectropolarimetro Jasco J715 e foram realizadas pela especialista de laboratorio
Andressa Patricia Alves Pinto. A solugfio contendo a proteina GumC-MBP em tampéo
de amilose (20 mM de Tris/HCI, 200mM NaCl, ImM Azida sédica pH 7.4), a uma

concentragdo de 0,2mg/mL, foram adicionadas em cubetas de quartzo, do tipo circular,
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de 1 mm de caminho 6ptico. Os espectros foram gravados num intervalo de 195 a 250

nm, a temperatura ambiente, 22°C com, em média 10 varreduras.

3.1.12.10) - Clivagem da proteina GumC modificada C5 com Factor Xa

Apos eluigdo da proteina de fusdio GumC-MBP modificada C5 da coluna de
amilose, as fragdes foram reunidas, concentradas até 1mg/mL para experimentos de
clivagem com a enzima Factor Xa. Utilizamos a proporgdo 1:100 (Factor Xa : GumCC5-
MBP) e a clivagem ocorreu a 4°C. Aliquotas do processo de clivagem foram analisadas

em 3, 6 e 15hs de clivagem.

3.2)- Enzima Glicesiltransferase IV (GumK)
3.2.1) Clonagem do gene gumk no vetor pMALc-2x ¢ transformaciio em cepa de
E.coli BL21(DE3) do gene gumk

O gene gumec, originario do cosmideo 07A02, foi clonado no vetor de expressdo
pMal-c2x (colaboragiio com o Prof. Paulo Arruda — UNICAMP). Para a transformagio,
5 uL. do DNA do gene gumk no plasmideo de expressio pMALc-2x foi adicionado em
50 pl de bactéria competente E. coli BL21 (DE3) previamente descongelada. O choque
térmico foi realizado a 42°C durante 2 minutos. As bactérias foram deixadas em gelo por
mais 3 minutos e foi adicionado 2506 kL de meio de cultura SOC (2 % bactotriptona, 0,5
% extrato de levedura, 10 mM de NaCt, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl;, 10 mM de
MgSQO; e 20 mM de glicose, pH 6,8), previamente aquecido, e em seguida, as células

foram incubadas a 37°C por 60 minutos.
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A mistura foi entdo centrifugada, retiramos 150 uL do sobrenadante e o pellef foi
ressuspendido nos 150 pL restantes. Estes 150 ul. foram plaqueados em placas de Petn
contendo meio LB/agar e o antibi6tico especifico para o vetor (ampicilina). A placa foi
incubada durante a noite a 37°C.

Apos este periodo de incubagdo, algumas colonias transformantes que cresceram

foram escolhidas para expressio.

3.2.2) Expressio da proteina de fusio GumK-MBP

O pré-indculo consistiu de 5 mL de meio 2XYT liguido juntamente com 30
ug/mL de ampicilina e 1 colénma transformante em células de £. coli BL21 (DE3). O
crescimento ocorreu a 37°C sob agitagdo a 250 rpm por 12 horas. Deste pré-indculo, 5
mL foi adicionado a 1L de meié 2XYT, 30 ug/mL de ampicilina e solugdo de glicose
para concentragdo final de 0,2%.

O crescimento ocorreu a 37°C sob agitagiio a 250 rpm por 4 h. Quando atingida a
densidade otica (DO) de 1,2 a 600 nm, a cultura foi resfriada em gelo e em seguida foi
adicionado isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG) na concentragio final 1 mM, e a
expressdo da enzima GumK-MBP ocorreu a 22°C por 20 k. As células foram separadas
do meio por centrifugagiio a 6000 g durante 30 minutos a 4°C, e ressuspendidas em 50
mL de tampao para coluna de amilose (Tsis/HCL 20 mM, NaCl 2060 mM, NaN; 1mM,
pH 7.4) e congelada a -20°C.

3.2.3) Lise celular
A lise celular fo1 realizada através da adigdo de 1% (massa/volume) de lisozima,

ficando o extrato bruto em gelo por 15 minutos. Apés este intervalo, MgCl, foi
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adicionado na concentragio final de 10 mM e DNAse. O extrato bruto foi deixado em
gelo por 30 minutos. Apos este intervato, o extrato foi sonicado 8 vezes (30 s cada vez,
com intervalos de 1 minuto). Apds a sonicago, o lisado foi centrifugado por 30 minutos

a 9000 g a 4°C.

3.2.4) Purificacdo da proteina de fusio GumK- MBP

A amostra foi aplicada na coluna de amilose (5 mL de resina), previamente
equilibrada com 5 volumes de tampdo de coluna de Amilose(Tris/HCL 20 mM, NaCl
200 mM, NaN; 1mM, pH 7.4). O fluxo utithizado foi de 0,5 mL/minuto. Apés a aplicagio
da amostra, a coluna foi lavada com 20 volumes de tampdo de coluna. Em seguida, a
prsteina de fusdio GumK-MBP foi eluida com 4 volumes de tamp#o de coluna acrescidos
de 10 mM de maltose.

A purificagiio foi acompanhada por gel SDS-PAGE a 15 %. As fragdes similares

foram reunidas para novo passo de purificagfo.

3.2.4.1) - Cromatografia de troca aniénica DEAE Sepharose Fast Flow

As fragbes eluidas na coluna de amilose contendo a proteina de fusdo GumkK-
MBP, foram reunidas, dialisadas contra um tampdo de fosfato de soédio 25mM, pH 8,5
para serem aplicadas em 75 mL da resina previamente equilibrada no mesmo tampio,
seguimos o seguinte programa no sistema AKTA Explorer:
Fluxo: 1 mL/min
Lavar coluna: até 150 mL (2 volumes de coluna) de tampéo A (fosfato de sodio)

Gradiente: 0 a 100 % de tampio B (tampdo A + 1 M de NaCl)
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Comprimento do gradiente: 450 mL (6 volumes de coluna)
Lavar coluna: 50 mL de tampio B
Lavar coluna: 50 mL de tampdo A

Coletor: 5 mL de fragéo

3.2.4.2- Precipitagio da proteina de fusio GumK-MBP com Sulfato de aménio
(S.A.)

Fragdes eluidas da coluna de amilose foram reunidas para precipitagdo com S.A.
seguindo o protocolo:

Adicionamos lentamente o correspondente a 10% de S.A. 4 amostra contendo a
proteina de fusdo e deixamos agitando por 20 minutos a 4°C. Centrifugamos a 15000g
por 15 minutos. Separamos o peIlet e ressuspendeu-o com 0 mesmo volume anterior de
tamp#o de amilose. Adicionamos ao sobrenadante lentamente o correspondente a 15%
de S.A. e deixamos agitando novamente por 20 minutos a 4°C. Novamente
centrifugamos por 15 minutos a 15000g. Repetimos este procedimento para as
concentragdes de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60% de S.A. Este experimento foi

analisado através de gel SDS-PAGE.

3.2.5.) - Caracterizagiio da proteina de fusio GumK-MBP

3.2.5.1) - Caracterizagio da proteina GumK-MBP através de imunoblotting.
Aplicamos a amostra de GumK-MBP em gel SDS-PAGE 15 % e esta foi

eletrotransferida para uma membrana de nitrocetulose por 5 h. A membrana foi corada

com Ponceau 0,5 % em 0,1 % de acido acético e as bandas de interesse foram marcadas
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por pequenas perfuragdes nas laterais. Depois, 2 membrana foi incubada com uma
solugdo de bloqueio (leite desnatado em TBS 1X) por 20 h. Passado este periodo de
incubagio, a membrana foi lavada com TBS 1X e incubada com o anticorpo anti-MBP
por 2 h, seguido de nova lavagem e incubagao com o anticorpo anti-IgG de camundongo

por mais 2 h. Esta membrana foi entdo revelada com os reagentes BCIP/NBT (BioRad).

325.2) - Caracterizagiio da proteina de Fusio GumK-MBP quanto ao
enovelamento

O estudo do enovelamento da proteina de fusdio GumK-MBP em solugdo foi
realizado em colaboragdo com a Prof® Leila Maria Beltramini, do Laboratorio de
Biofisica da USP de Sdo Cados. As medidas de CD procederam em um
espectropolarimetro Jasco J715. A solugdo contendo a proteina Gum(C-MBP, a uma
concentragdo de 0,1 5mg/mL, foram adicionadas em cubetas de quartzo, do tipo circular,
de 1 mm de caminho dptico. Os espectros foram gravados num intervalo de 195 a 250
nm, a temperatura ambiente, 22°C com, em média 10 varreduras.
3.2.6) - Testes de cristaliza¢do com a proteina de fusio GUMK-MBP

Os experimentos de cristalizagdo foram realizados com a proteina de fusio
GumK-MBP na concentragio de 5,0 mg/mL. Utilizamos a técnica de difusdo de vapor
com gotas penduradas a 18°C (Blundell, 1976), com os fatoriais I e Il da Hampton ™
Em cada pogo utilizamos 500 pL de solugdo de cristalizagdo e para a gota foram 3 pL de
proteina + 3 pL da solugio do pogo comrespondente.

Também foram realizados experimentos de cristalizagio com a proteina de fusdo

GumK-MBP na concentragio de 8,0 mg/mL. Utilizamos a técnica de difusio de vapor
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com gotas penduradas a 18°C, com os Fatoriais 1 ¢ II, Fatorial MembFac da Hampton ™,
Fatorial PEG 6000 e fatorial ‘The PEGs’ da Nextal. Em cada pogo utilizamos 500 plL de
solu¢do de cristalizagio e para a gota foram 3 pL de proteina + 3 pL da solugdo do pogo

correspondente.

3.2.7) - Clivagem da proteina de fusio GumK-MBP com a enzima Factor Xa

Ap6s a eluigdo da proteina de fusdo da coluna de amlose, a amostra foi
submetida a testes de clivagem com factor-Xa.

A concentragio de GumK-MBP foi estimada em aproximadamente 1 mg/mL. O
experimento foi realizado segundo o manual do vetor pMAL que sugere a relagéio 1:100
em massa (1 fator Xa:100 da proteina de fusdo). Testes com SDS (dodecil sulfato de
s6dio) nas concentragdes de 0,00~1 %, 0,003 % e 0,005 % foram avaliados no processo

de clivagem. O processo de clivagem foi realizado a 18°C.

3.2.8) Purificacio de proteina GumkK

Apés a clivagem da proteina GumK que estava em fusdo com a MBP, a amostra
foi aplicada em coluna de troca catidnica POROS 20 HS® (0,46 X 10 cm) no aparelho de
HPLC AKTA. A eluigdo ocomreu com 30 mL de tampdo 20 mM HEPES pH 6,0 com um

gradiente linear de NaCl, de 0 a 1,0 M, num fluxo de 0,5 mL/min.
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3.2.9)- Testes de cristalizagio com a proteina GumK

Os experimentos de cnistalizag#o foram realizados com a proteina GumK livre da
fusdo com a ‘Maltose Binding Protein’ na concentragdo de 4,0 mg/mL em tampdo Hepes
20mM, NaCl 300mM, pH 6,0 .

O método utilizado foi o de difusio de vapor com gotas penduradas a 18°C. Em
cada pogo utilizamos 500 uL de solugdo de cristalizagdo e para a gota foram utilizados 3
uL de proteina e 3 uL da solugdio do pogo correspondente. Para este experimento foram
testados o fatorial MembFac (Hampton), o fatorial ‘The Pegs’ (Nextal) e os fatoriais [ e

II Crystal Screen (Hampton).
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ENZIMA GUMC

Neste capitulo descreveremos os resultados e discussdes dos estudos realizados para

obtengio e caracterizag¢io da enzima Gum(.

4.1) Clonagem do gene gumec e expressio da proteina GumC

O gene gumc, originario do cosmideo 07A02, foi clonado no vetor de expressdo
pMal-¢2x (colaboragio com o Prof Paulo Arruda — UNICAMP). A expressdo neste
vetor faz com que se obtenha uma proteina em fusfio com a MBP (Maltose Binding
Protein), o que facilitana a expressido na forma soluvel e também a purificagio em
coluna de afinidade (amilose).

Este vetor foi inicialmente escolhido para a clonagem dos genes gum por
apresentar algumas caracteristicas, que podenam melhorar e facilitar os processos de
expressio e purificagfio das proteinas, como por exemplo:

e utilizacdo do forte promotor indutivel tac e o sinal de inicializagfo translacional
malF para dar um alto nivel de expressio do gene clonado;

e expressdo da proteina de interesse em fusdo com a maltose-binding-protein (MBP)
que facilita a purificagdo através de afinidade da MBP por resina de amilose.

* o vetor pMAL também inclui a sequéncia que codifica os 4 aminoacidos que

constituem o sitio de reconhecimento da protease Fator-Xa. A presenga deste sitio
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permite que a proteina de interesse seja separada da MBP apos a purificagdo da
proteina de fusdo. Q Fator-Xa cliva apos a Arginina na seqiéncia lle-Glu-Gly-Arg.

Em estudos anteriores (De Pieri, 2002 e De Pien ef al, 2004) observamos
dificuldades em expressar a proteina de fusdo GumC-MBP solavel e em grande
quantidade.

A proteina de fusdo GumC-MBP foi expressa em células de £. coli DH)a,
majoritariamente na forma insoluvel embora uma pequena parte permanecesse solavel
(figura 4.1). A analise de expressdo proteica realizada através de SDS-PAGE 15%
revelou a expressio da proteina de fusdio GumC-MBP com um peso molecular
aproximado de 96kDa, conforme o esperado, ja que a MBP tem 43 kDa e a Gum(C tem

um peso molecular previsto de 53kDa.

66KI)a

45KIa
30KDa

20KDa

Figura 4.1 - Gel SDS-PAGE a 15% do processo de purificagio da proteina de fusiio GumC-MBP na
coluna amilose. Colma 01: padriio de massa molecular. Coluna 02: cultura de células antes da mdugéo.
Coluna 03: cultura de células apos indugéio e apos lise celular (pellet). Celuna 04: cultura de células apos
indugdo ¢ apos lise celular (sobrenadante). Colunas 05 e 06: fragdes cluidas da coluna de amilose
contendo a proteina de fusdo GumC-MBP.
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4.2) — Otimizacio do procedimento de obtencio da proteina recombinante GumC-
MBP

Tentamos melhorar a solubilidade da proteina de fusio Gum(C-MBP variando a
concentragio de IPTG, temperatura e tempo de indugdo. Observamos um aumento na
solubilidade quando a temperatura de indugdo foi abaixada para 20°C (figura 4.2).

Quanto a variagdo de IPTG, nio foi observado mudanga na solubilidade da proteina

exXpressa.
1 2 3 4 5 6 7 8 9
B6KkDa  aews
45kDa U o
30kDa =
20kDa

Figura 4.2 — Gel SDS-PAGE a 15% da expressio da proteina de fusio GumC-MBP em diferentes
temperaturas. Coluna 1: padrdo de massa molecular. Coluna 2 ¢ 7: cultura de células antes da indugao.
Colunas 3 ¢ 4: cultura de células apos indugdio a temperatura de 20°C, pellet e sobrenadante
respectivamente. Colunas 5 ¢ 6: cultura de células apés mduglio a temperatura de 30°C, sobrenadantc ¢
peilet respectivamente. Colunas 8 ¢ 9: cultura de células apos mducio a temperatura de 37°C.
sobrenadante e pellet respectivamente.

Devido a proteina de fusio GumC-MBP apresentar-se pouco solivel quando
expressa em culturas de £. coli DHSa, outras cepas de F.coli foram usadas para
expressio da proteina: BL21 (DE3) e BL21 (DE3) pLysS. Foi observada uma melhora

na expressio da proteina de fusiio quando células de £. cofi BL21 (DE3) pLysS foram

usadas, no entanto, uma grande parte da proteina Gum(-MBP permanecia insolivel.
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Devido a baixa solubilidade e conhecimento prévio da alta hidrofobicidade da
GumC (a analise da sequéncia da GumC, através de banco de dados, revelou a presenca
de 48% de residuos hidrofobicos), adicionamos ao tampio de ressuspenssio do pellet
(tampdo de amilose), 0.5% de detergente Triton X-100. Observamos um aumento da
solubilidade da proteina recombinante e portanto o detergente foi incorporado em todas
as etapas de purificacio da GumC-MBP.

Algumas peculanidades foram observadas em relagfio ao experimento de lise
celular. Observou-se, por exemplo, que 0 meihor momento para adigdo do detergente é
no momento da lise celular. Se este for adicionado juntamente com o tampéo de lise para
estocar o pellet a -20°C, ocorre a precipitacdo da proteina de fusdo. Outra guestdo
observada foi a precipitagio da proteina de fusio GumC-MBP, quando a lise das céiulas
foi feita através da técnica do cﬁngelamento/descongelmnento seguido da técnica da
sonicagio.

Levando em consideracio todas essas variaveis, tentamos otimizar o processo de
expressdo da proteina e lise celular. A proteina de fusdo GumC-MBP foi expressa em
células de E. coli BL21 (DE3) pLysS com 0,6mM de IPTG a 20°C por 20hs. Apés a
centrifugagdo, as células foram ressuspendidas em tampio de amilose (20 mM de
Tns/HCl, 200mM NaCl, ImM Azida sédica pH 7 4) acrescido de 1% de Triton X-100
(aumentamos a porcentagem de detergente para garantir a solubilidade da proteina de
fusdo na lise celular, que é um momento critico). A partir da adigdo de detergente,
adicionamos lisozima e o extrato bruto permaneceu em repouso no gelo por 15 minutos.
Entdo adicionamos 10mM MgCl; e 1pL. de DNAse e deixamos novamente o extrato

bruto em repouso por mais 30 iminutos (este processo foi acrescentado, por observar uma
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melhora no processo de lise celular). Apos este intervalo, o extrato celular foi lisado

através da técnica da sonicagfo.

4.3 — Purificacdo da proteina de fusio Gum(C-MBP

Apos a lise celular, o sobrenadante do lisado ¢ filtrado em papel de filtro e
diluido 3 vezes com tampdo de amilose, com o objetivo de diminuir a concentrago de
detergente para 0,33% (grandes quantidades de detergente podem diminuir a afinidade
da proteina MBP pela resina de amilose). O sobrenadante diluido ¢ entio aplicado em
coluna de amilose. Em seguida, a resina é lavada com tampéo de amilose acrescido de
0.33% de detergente Triton X-100 ¢ a proteina de fusdo GumC-MBP ¢ eluida com
tampdo de coluna acrescido de 10mM de maltose. O experimento de purificacio da
proteina de fusdo em coluna de émilose, partindo-se de 500mL de meio de cultura, na
presenca de 0.33% do detergente Triton X-100 ao tampdo de lise celular, esta ilustrado

nafigura4.3.

96 KDA
66 KDa =

45 KDa

30KDa

20 KDa

Figura 4.3 — Gel de SDS-PAGE a 15% do processo de purificagio da proteina de fusio GumC-MBP
na cofuna de amilose, apos adicio de Triton X-100 no tampie de lise celular. Coluna 1. padrio de
massa molecular. Colunas 2 ¢ 3: cultura de células apos induglo ¢ lise celular (pellet e sobrenadante,
respectivamente). Coluna 4: fragio cluida ma lavagem da coluna de amilose. Colunas 5 a 10: fragdes
eluidas da coluna de amilose durante eluigdo da maltose.
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Um fato importante a ser observado é que a proteina MBP da propna bacténa E.
coli (massa molecular de aproximadamente 42 kDa), compete com a proteina de fusio
pelos sitios de ligagdo da resina de amilose, diminuindo a eficiéncia desta etapa de
purificagio da proteina de fusdo, além de outras proteinas da bacténa também se ligarem
a resina.

Segundo o manual do fabnicante da resina (New England Biolabs), altera¢des na
composi¢io do tampiao de lavagem da coluna, como um gradiente da concentragdo de
sal e alteragdes da adigio de maltose no tampio de eluigio, como um gradiente da
concentragdo de maltose de 1 a 10 mM podem evitar a ligagdo de proteinas inespecificas
a resina. Todas essas alteragbes foram realizadas de acordo com as sugestdes
recomendadas, entretanto nio trouxeram modifica¢io no padrio de purificagio.

Amostras contendo a plloteina de fusio GumC-MBP, eluidas da resina de
amilose, ndo estavam puras e portanto subsequentes cromatografias foram realizadas.
Também foi constatado que o processo de expressdo da proteina GumC-MBP deve ser
precedido pela transformagéio do plasmideo em F.coli, pois esse procedimento leva aum
maior rendimento de proteina expressa com conseqiiente melhoramento na purificagdo

da proteina em coluna de amlose.

4.3.1)— Cromatografias de Filtragdo a Gel e Troca Anidnica

Apds a purificagdo na coluna de afinidade, a solugdo protéica foi concentrada até
aproximadamente 1mg/mlL e aplicada (200ul) em coluna de filtragdo em gel superose
12. Ndo houve melhora no grau de pureza da proteina de fusdo, como pode ser

observado no gel de SDS-PAGE, nafigura4.4.
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Figura 4.4 — Gel de SDS PAGE 15% mostrando a cromatografia de filtragio a gel Superose 12 da
fusiio GumC-MBP, Coluna 1. padrio de massa molecular. Coluna 2 pré-coluna da Superose 12. Colunas
de 3 a 7: fragoes cluidas da coluna de hiltraciio a gel.

As fragdes contendo a proteina GumC-MBP eluidas da coluna de filtragdo a gel
foram reunidas e dialisadas contra tampio Tns/HCl 20mM pH7.2, ImM EDTA, ImM
de Azida sodica, 0,5% de Tween;ZO (houve troca no uso de detergente devido ao Trnton
X-100 absorver muito na regido do UV, dificultando a wvisualizagdo dos picos de
proteinas). A amosira contendo a proteina de fusdo foi aplicada em coluna de troca
anidnica DEAE sepharose. O cromatograma mostrou 2 picos caracteristicos de
proteinas, sendo o primeiro eluido com tampio (procedimento chamado de ‘lavagem’ da
coluna) e o segundo eluido no gradiente salino (perfil cromatografico nfo mostrado). O
resultado desta etapa de purificagio € mostrado na figura 4.5 onde se observa que a
proteina de fusdo GumC-MBP e as proteinas contaminantes sdo eluidas juntas nos dois

picos {da lavagem da coluna e do gradiente), dando o indicio de agregacio molecular.
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Figura 4.5 — Gel SDS-PAGE a 15% do processo de purificagio da proteina GumC-MBP em
cromatografia de troca anionica DEAE sepharose. Coluna 1: padrdo de massa molecular. Coluna 2: pré
coluna DEAI sepharose. Colunas de 3 a 4: fragdes cluidas no primeiro pico. Colunas dc 5 a 9: fragles
eluidas no segundo pico.

Novas tentativas de purificagdo da proteina de fusdo apos cromatografia em

coluna de afinidade foram realizadas.

4.3.2) — Precipitagio da protein;l de fusio GumC-MBP com Sulfato de Aménio
Com amostra contendo a proteina de fusio GumC-MBP a 1mg/mL testes de
precipitagio com S.A. foram realizados conforme descnto no stem 3.1.3 Foi realizada
precipitagio com 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 60% de S.A_. As fragbes foram analisadas por gel
SDS-PAGE (sobrenadante e precipitado) apds centrifugacdo de cada adi¢io de SA. No
entanto, nio foi possivel obter a proteina Gum(C-MBP livre dos contaminantes (dados

nio mostrados).

4.3.3)— Cromatografia em coluna de Hidroxiapatita
A resina de hidroxiapatita (Cas(PO.){OH);) ¢ wusada na separagio
cromatografica de biomoléculas, apresentando uma caracteristica interessante de

possibilitar a ligagdo de proteinas camregadas positiva e negativamente. A eluigio ¢
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realizada adicionando-se sal com ions catidnicos ou aniénicos, dependendo da natureza

da proteina estudada.

A proteina de fusdo GumC-MBP foi aplicada em coluna de hidroxiapatita apos

dialise contra tampdo fosfato 25mM, pH 7,45 + 0,5% Tween-20, conforme descrito no

item 3.1.3. Trés picos caracteristicos de proteina (figura 4.6) foram observados no

cromatograma, o primeiro eluido na lavagem da coluna e os outros dois picos no

gradiente com 0,5M de fosfato pH7,45 + 0,5% Tween-20.

§

Abs (2B0nm)
:

500 -

105

[fosfato. M]

" 0,025

Figura 4.6 — Perfil cromatografico da coluna de hidroxiapatita, mestrando eluicio da proteina de

fusio GumC-MBP.

Observa-se, através de gel de SDS-PAGE (figura 4.7) a presenga da proteina de

fusdo GumC-MBP nos 3 picos (no void e também na porgdo ligante) e aparentemente

oM 0§ Mmesmos contaminantes.
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Figura 4.7 — Gel SDS PAGE 15% da purificacio da fusie GumC-MBP em coluna de
hidroxiapatita. Colunas 1 ¢ 11. padido de massa molecular. Colunas 2 ¢ 12 pré-coluna hidroxiapatita.
Colunas 3 a 6. 1° pico do cromatograma. Colunas 7 a 10: 2° pico do cromatograma. Colunas 13 a 18: 3°
pico do cromatograma.

Diferentes cromatografias para a purificagdo da proteina de fusdo Gum(C-MBP
foram testadas sem sucesso. Além disso, a instabilidade da proteina GumC-MBP
dificulta a utilizacdo de métodos cromatograficos prolongados. Para evitar a degradagdo
da proteina de fusdo, somente a cromatografia de afinidade em resina de amilose fo1
utilizada para a purificagdo O rendimento final da proteina de fusdo Gum(-MBP ¢ de

6.5 mg/L de meio de cultura.

4.4 — Caracterizacio da proteina de fusio Gum(C-MBP
4.4.1 — Experimentos de Dicroismo Circular

A proteina de fusdo GumC-MBP foi caracterizada através de espectroscopia de
Dicroismo Circular, apresentando um espectro com 2 minimos locais de 207,5 e 223nm
e um valor maximo de 199nm revelando um perfil caracteristico de proteina enovelada,

com predominancia de estruturas de a-hélices (figura 4.8).
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Figura 4.8 — Espectro de Dicroismo Circular da proteina de fusiio GumC-MBP com varredura de
190 a 250nam.

4.4.2) — Produgiio de anticorpes anti-GumC-MBP

Foi realizada a produgdo de anticorpos anti-GumC-MBP inoculando a proteina
de fusio GumC-MBP (antigeno), parcialmente purificada em coluna de amilose, em 3
camundongos (item 3.1.4.2). Apos o sangramento dos animais e obtengio do soro, foi
realizada a titulagdo diluindo-se este soro nas seguintes concentragdes: 1:1000, 1: 5000,
1: 10.000, 1 : 15.000, 1:20.000, 1:30.000, 1:40.000, 1:50.000, 1: 60.000 e 1 : 70.000.

O resultado da titulagio do anticorpo anti-GumC-MBP complexado com o
antigeno GumC-MBP, mostrou que é possivel usar titulagdes até 1:30.000 do soro

(figura 4.9).
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i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 4.9 — Membrana de nitrocelulose mostrando a titulagio do anticorpe anti-GumC-MBP.
Colunas de 1 a 9 anticorpo anti-GumC-MBP complexado com a proteina GumC-MBP para diferentes
diluigdes do anticorpo: 1: 1000, 1: 5000, 1 : 10.000, 1 : 15.000, 1 : 20.000, 1:30.000, 1: 40.000, 1 :
50.000 1 : 60.000 e 1 : 70.000, respectivamente.

4.4.2.1 - Caracterizaciio da proteina GumC-MBP através de Imunoblotting

A caracterizagdo da proteina GumC-MBP foi feita através de Imunoblotting
(conforme descrito no item 3.1.4.2.1), onde apés a transferéncia, a membrana de
nitrocelulose foi incubada com o anticorpo anti-MBP durante 2hs e em seguida incubada
por mais duas horas com o anticorpo anti-IgG de camundongo. Apds essa incubagdo a
membrana foi revelada com solugio de NBT/BCIP.

A figura 4.10 mostra a reagdo do antigeno (GumC-MBP) com o anticorpo (anti-

MBP).
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66 KDa
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Figura 4.10 — Membrana de nitrocelulose mostrando a reagio do antigeno GumC-MBP com o
anticorpe anti-MBP. Coluna 1: reagio GumC-MBP-Anti-MBP. Coluna 2: Padréio de massa molecular.

4.5) - Testes de cristalizacdo da proteina de fusdo Gum(C-MBP

Embora a amostra de proteina nio tivesse alto grau de pureza (figura 4.11)
experimentos de cristalizagdo com a proteina de fus&o foram realizados, para futuros

estudos cristalograficos.

66kDa
45kDa

30kDa

20kDa “

12kDa i

Figura 4.11 — Gel SDS- PAGE a 15% mostrando a amostra concentrada contendo a proteina de
fusiio GumC-MBP utilizada em experimentos de cristalizagiio. Coluna 1: padriio de peso molecular.
Coluna 2: amostra concentrada contendo a proteina de fusdo GumC-MBP utilizada em experimentos de
cristalizagéo.

A cristalizagZo da proteina MBP ja foi descrita (Liu et a/,2001), e a estrutura

desta proteina (PDB 1HSJ) podera ajudar na resolugio da estrutura da proteina de fusdo

81



Copltuie 4 - Resultfdes e Dlscussies da Bnzima e

GumC-MBP, através do método de Substituigdo molecular (Giacovazzo et al, 1992).
Esta seria uma solugio para determinagio das fases devido a proteina GumC nio ter
nenhuma proteina homoéloga com estrutura tndimensional resolvida.

O método de cristalizagdo utilizado no presente trabalho foi o de difusdo de
vapor com gotas penduradas (Ducruix and Giegé, 1992; Blundell and Johnson, 1976)
com a gota constituida de Sul da solucdo de proteina (a 5 4mg/mL em tampao de
amilose com 0,33% de Triton X-100) e Spl da solugdo do pogo. Foram feitos,
inicialmente, a 18°C, experimentos com os 2 Fatoriais Crystal Screen da Hampton,
totalizando 100 condigbes diferentes de cnstalizagdo. Apos 10 dias, fo1 observado
crescimento de cristais ndo amorfos (tipo “mosquito’) na condigdo 23 do Fatonal 1
(0,2M Cloreto de Magnésio hexahidratado, 0,1M Hepes-Na pH7,5 e 30% v/v de
Polietilenoglicol (PEG) 400)e um cristal pequeno na condigdo 7 do Fatonal II (10%
viv de Polietilenoglicol 1000 e 10% de Polietilenoglicol 8000), mostrados na figura
4.12. A observagio dos experimentos de cnstalizagdo mostrou que ocorreu a formagéo
de precipitado em algumas gotas e diversas outras permanecem limpidas, indicando que

a proteina ndo estava desnaturada.

%z g g Ta

Figura 4.12 — Fotos das condigbes 7 do Faterial II (i esquerda) e 23 do Fatorial I (a direita)
mostrando o crescimento de cristal ¢ estruturas nio amorfas, respectivamente.
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Devido ao crescimento de microcristais na condigdio 23 do Fatorial I e condigdo 7
do Fatorial I, novos testes de cristalizagdo foram realizados, visando fazer uma
varredura ao redor destas condi¢des. Neste experimento variamos a concentragdo de sal
e polietilenoglicol para a condigio 23 do Fatorial 1, e polietilenoglicol 1000 e 8000 para
a condigdo 7 do Fatorial 2. Experimentos foram realizados com diferentes concentragbes
da proteina de fusdo GumC-MBP, a 59 e 6,5mg/mL. As gotas resultantes desta
varredura ndo mostraram crescimento de cnstais da proteina.

Também foi utilizado o método de cristalizagio por difusdo de vapor com gotas
sentadas e estes experimentos foram realizados pelo robé Hydra. Os experimentos de
cristalizagdo foram realizados com a proteina de fusdio GumC-MBP no tampéo de amilose
acrescido de 0,33% de detergente Triton X-100, nas concentragbes de 5,7mg/mL e 5,5
mg/mL. Foram realizados testes com os Fatoriais Crystal Screen I e Il (Hampton), Fatonal
PEG-ION (Hampton) e INDEX (solugdes feitas em laboratdrio) a 4 e 18°C. Foram
realizados também testes de cristalizagdo a 4°C com o Fatorial MembFac, um Kit de
cristalizagdo para proteinas de membrana, da Hampton. A proteina de fusio encontrava-se
na concentragdo de 5,8mg/mL. No .total, foram 1000 experimentos de crstalizagcdo
realizados com a proteina de fusio GumC-MBP.

Houve aparecimento de microcristais nas seguintes condigées do Fatorial
MembFac:1 (0,1M cloreto de soédio, 0,1M Acetato de sodio trthidratado, pH4,6 e 12%
MPD) e 2 (0,1M Acetato de zinco, 0,1 M de acetato de sédio, pH4,6 e 12% de PEG 4000).
Tentativas de otimizagio dos microcristais em tomo destes fatoriais foram realizadas
(variando-se as concentragdes dos sais e dos agentes precipitantes), no entanto, ndo houve

melhora no tamanho e morfologia dos microcristais.
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Observou-se que a formagio de cristais da proteina de fusio GumC-MBP ¢
dependente do bom comportamento da mesma em solugédo. Nas poucas condigées em que
houve crescimento de microcristais, as amostras da proteina Gum(C-MBP, apresentaram
bons resultados em analise com Espalhamento Dindmico de Luz (EDL). Porém a
otimizagdo dos microcristais obtidos tem sido dificultada provavelmente devido a
instabilidade da proteina de fusdo GumC-MBP, presenga de detergente e agregacfio das
moléculas protéicas.

Mikol et al (1990) tem sugerido que o crescimento do cristal é favorecido se a
pmtema conserva o seu estado nativo acima da sua solubilidade limite e que nenhuma
interagdo ou agrega¢do ocorra antes que a solugdo protéica atinja seu ponto de
supersaturagdo. Qutros autores (D" Arcy, 1994, Ferré-D' Amare & Burley, 1997; Habel et
al, 2001) tém mostrado que a presenga de agregados na solugdo protéica pode inibir a
nucleagdo e crescimento de cnistais. Com base neste conhecimento, pesquisadores vém
desenvolvendo métodos de detecgio e prevengdo de agregados de proteinas (Bondos et al,
2003; Jancanik et al, 2004).

Desta forma, o acompanhamento da purificagio da proteina de fusio GumC-
MBP através de medidas de EDL tem mostrado ser essencial. Por este motivo, realizamos
um estudo de analise da solubilidade da proteina através do uso de aditivos e detergentes
utilizando a técnica de EDL com o objetivo de diminuir a agregagio das moléculas da

proteina GumC-MBP.
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4.6) — Estudos de estabilidade da proteina GumC-MBP através da técnica de
Espalhamento Dindmico de Luz

As técnicas de espalhamento de luz, além de outras utiliza¢Ses, como estudo de
ligantes, associagdio e dissociaglio de oligbmeros, sdo usadas para estudar proteinas
proximas do ponto de supersaturagio e na presenga de agentes precipitantes para
estabelecer condi¢des de cristalizagdo (Zulaufet al., 1992). Por outro lado, a técnica de
EDL também tem sido utilizada para estudar proteinas em baixas concentragdes e na
auséncia de agentes precipitantes para estabelecer a C{;rrelagz'io enire o comportamento
da proteina e sua possivel cristalizagio (Jancarik et al, 2004).

Durante o experimento de EDL sdo gerados tabelas contendo os valores de Dr,
Ri, M e indice de polidispersidade (expresso como desvio padrio de Ry em unidades de
nandmetros) para medidas sucessivas da mesma amostra a cada poucos segundos.
Devido ao volume irradiado da amostra ser muito pequeno, agregados ndo sdo
necessariamente detectados a cada medida. Assim, coleta-se um niamero minimo de 50
medidas de uma amostra (Ferré-D’ Amaré et al, 1997).

A heterogeneidade da amostra pode ser obtida através de manipulagSes
matematicas da fungdo de autocorrelagdo. Um simples caminho de representar a
heterogeneidade é pelo fator de polidispersidade que deveria ser menor (< 30% do valor
de Ry) para uma proteina homogénea

Uma maneira mais usual de estimar a polidispersidade é através da analise de
histogramas mostrando a variagdo de Dy durante repetidas medidas da mesma amostra.
Amostras altamente monodispersas mostram pouca ou nenhuma variagio em Dy (e Rue

M, aparente) durante as repeti¢des das medidas.
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Se uma medida de EDL de uma dada proteina apresenta-se monomodal e
monodispersa (< 15%), existe uma estimativa de 70% de chance desta cristalizar-se. Ao
contrario, se as medidas de EDL para uma proteina apresentam-se polidispersas (>30%)
ou a amostra contém agregados, a estimativa de cristalizagdo é de apenas 8% (Yao, 2004
e Scott, 2003). Esta estimativa é observada num experimento de D’ Arcy (D' Arcy, 1994)
onde proteinas que apresentaram-se monodispersas tiveram sucesso na cristalizagdo
(77% das proteinas cristalizaram em 44 casos. Para amostras que apresentaram-se
altamente polidispersas observou-se dificuldade na cristalizagdo (apenas 8% de 12
€asos).

Nesta etapa analisamos o comportamento da proteina de fusdo GumC-MBP em

solugiio através da técnica de EDL (Espalhamento Dindmico de Luz).

A analise das fragdes eluidas da coluna contendo Tween-20 mostrou a presenga
de muitos agregados, tomando-se impossivel fazer medidas de EDL (técnica descritano
item 1.6). Resolvemos fazer um estudo da estabilidade da proteina de fusdo Gum(C-MBP
na presenga de aditivos (Cacace et al,1997; Vuillard et al., 1998; Mikol, 2003), capazes
de prevenir a agregagio de proteinas. Para este estudo a proteina de fusio GumC-MBP

foi eluida da coluna de amilose sem adigdo de detergente.

Ap6s a eluigio, utilizou-se a amostra contendo a proteina de fusdo GumC-MBP
na concentragio de 0.2mg/mL para fazer ‘screening’ dos aditivos relacionados no item
3.1.6. Também foi realizado ‘screening' com o Kit Detergent Screen I, Il e HI da
Hampton. Todos os detergentes utilizados foram testados nas suas respectivas

concentra¢des de CMC (Cntical Micellar Concentration, definida como a concentragdo

86



Capitulo 4 - resultados e Discussdes da Bnzima qumc

minima de detergente necessaria para a formacio de micelas). Todas as amostras foram
centrifugadas a 15000g por 15 minutos antes de serem analisadas por medidas de EDL.
Para a analise das medidas de EDL é importante lembrar que a proteina de fuséo
Gum(C-MBP apresenta uma massa molecular calculada de 96kDa.
Neste experimento foram testados 90 aditivos. Abaixo, seguem os resultados das

medidas de EDL para os melhores aditivos:
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Figura 4.13 ¢ 4.14 — Resultados da medida de DLS para a proteina GumC-MBP apés a eluiciio da
coluna de amilose sem adicio de aditives (fator de correlacio com intensidade de

aproximadamente 1,3) e com adi¢io do detergente do screen 1 da Hampton, 1-5-Octyl-3-D-
thioglhucoside (fator de correlaciio com intensidade de aproximadamente 1,4) respectivamente.

Observamos através de medidas de EDL, que a amostra contendo a proteina de
fusio GumC-MBP sem utilizagio de aditivos (figura 4.13), encontra-se agregada, pois

o raio hidrodindmico ¢ supenor a 18nm (presenga de agregados superiores a 3000
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kDa), apresentando 99,7% da massa total presente na amostra. Esse valor em
porcentagem da massa molecular representa a porcentagem total de moléculas que
estio espalhando a luz e que estido presentes na amostra. Isso mostra que 99,7% das
moléculas que estdo espalhando t€ém um raio hidrodindmico de 18nm.

A adigdo do detergente do screen I do kit da Hampton, 1-s-Octyl-B-D-

thioglucoside, também apresentou agregados com raio hidrodindmico de 11,7nm

(figura 4.14).
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Figuras 4.15 € 4.16 — Resultados da medida de EDL para a proteina GumC-MBP com o detergente
CTAB (Cetyltrimethylalmmonium bromide) de Screen I (fator de correlacio com intensidade de
apreximadamente 1,3) e com o detergente Anapoe 38 do Screen II (fator de correlagio com
intensidade de aproximadamente 1,4), ambos do Kit de detergentes da Hampton, respectivamente.

Analisando as figuras 4.15 e 4.16, notamos que a adi¢8o dos detergentes CTAB
(Cetyltrimethylammoniumbromide, detergente 16nico) e Anapoe 58 (detergente nio
16nico) ocasionou a diminuigdo do raio hidrodinamico para 8,1 e 5,9, respectivamente,

quando comparamos com ¢ raio hidrodindmico da amostra sem aditivos.
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Figura 4.17 ¢ 4.18 - Resultados da medida de EDL para a proteina GumC-MBP com adiciio do
detergente Pluronic F-68 do screen II, do kit de detergentes da Hampton (fator de correlagio com
intensidade de aproximadamente 1,3) e com ¢ detergente Triton X-100 (fator de correlacio com
intensidade de aproeximadamente 1 4), respectivamente.

A figura 4.17 mostra a medida de EDL da amostra contendo a proteina de fusio
GumC-MBP com a adigdo do surfactante nfo i6nico Pluronic F-68. Observamos que o
raio hidrodindmico também diminui (5,7nm, 198kDa e 12,4% de polidispersidade)
quando comparado com a amostra sem aditivos.

Com a adigfio do detergente néo idnico Triton X-100 observa-se uma diminuigio
de moléculas agregadas e o aparecimenio de moléculas de massa molecular de
aproximadamente 156 kDa (raio hidrodindmico de 5,1nm), representando 99% da massa

total de moléculas espalhadas e 13,7% de polidispersidade (figura 4.18).
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Figuras 4.19 e 4.20 — Resultados da medida de EDL para a preteina de fusiio GumC-MBP apés
adigio do detergente Anapoe C;pEye (polyoxyethylene(10)dodecyl ether) do screen I (fator de
correlaciio com intensidade de aproximadamente 1.4) e do detergente thesit do Screen I do kit de
detergentes da Hampton (fater de correlagio com intensidade de aproximadamente 1.5),
respectivamente.

Analisando as figuras 4.19 ¢ 4.20 também observamos uma diminui¢io da
agregacdo das moléculas com a adi¢do do detergente ndo i6nico Anapoe CizEuw, também
chamado polietileno(10)dodeciléter e do detergente nio idnico thesit. A medida de EDL
com a adi¢io do detergente ndo i6nico Anapoe Ci2E o apresentou um raio hidrodinamico
de 5,0nm, com aparecimento de moléculas com massa molecular aparente de 145kDa
com 10,6% de polidispersidade. Ja com a adi¢io do detergente thesil, a medida de EDL
apresentou moléculas com massa aparente de 88kDa (raio hidrodindmico de 4nm),
representando 89,9% da massa molecular total presente na amostra apresentando e 14%

de polidispersidade.
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Figuras 4.21 — Resultados da medida de EDL para a proteina de fusio GumC-MBP apés adigio do
detergente n-Octyl-f-D-thiogluceside do Screen ITI do Kit de Detergentes da Hampton (fator de
correlagiio com intensidade de aproximadamente 1,4).

Com a adigdo do detergente nédo idnico n-Octyl-B-D-thioglucoside na amostra
contendo a proteina de fusio GumC-MBP, podemos observar em medidas de EDL um
raio hidrodindmico de 4,6nm, apresentando moléculas com uma massa molecular
aparente de 117kDa, representando 89,9% da massa molecular total presente na amostra
(figura 4.21).

A partir destes resultados, observou-se que a adigio do detergente Triton X-100
diminui sensivelmente a agregacdo molecular assim como os detergentes Anapoe
Ci:E, o thesit e n-Octyl-B-D-thioglucoside do kit de detergentes da Hampton. As

medidas de EDL sdo visualizadas nas figuras 4.18, 4.19 ¢ 4.20 e 4.21, respectivamente.
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[

Os quatro detergentes citados actma, que forneceram os melhores resultados nos estudos
de EDL, tém em comum o fato de serem detergentes ndo i6nicos.

Tendo em vista que os resultados obtidos com os 4 detergentes, sdo semelhantes,
o detergente Triton X-100 foi escolhido entre os demais para ser utilizado nas etapas de
purificagdo devido este detergente ja ser usado desde o inicio, na ressuspensio do

“pellet”.

Novos testes de cristalizaciio da proteina de fusdo GumC-MBP

Apds os estudos de EDL frente aos 90 aditivos, novas etapas de purificacdo da
proteina GumC-MBP foram feitas, com adigio de 0.015% (1xCMC) de TritonX100, com
o objetivo de realizar novos testes de cristalizagdo com a proteina. Os experimentos de
cristalizac8o foram realizados com a proteina de fusio GumC-MBP nas concentragdes de
5, 7mg/mL e 5,5 mg/mL.

Os experimentos de cnstalizagdo foram realizados pelo robé Hydra utilizando a
técnica de difusiio de vapor com gotas sentadas. Foram realizados testes com os Fatoriais |
e I (Hampton), Fatorial PEG-ION e INDEX (solug¢des feitas em laboratoénio) a 4 e 18°C,
totalizando 488 experimentos. Estes experimentos foram analisados através de

microscépio por 40 dias e durante este periodo nio foi observado aparecimento de cristais.

4.7) — Obtencio e caracterizaciio da proteina GumC (livre da fusiio)
A proteina de fusio GumC-MBP foi utilizada em experimentos de clivagem com
a enzima Factor Xa, para a separagfio da proteina GumC (livre da fusdo), que foi

purificada e caracterizada.
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4.7.1) - Testes de clivagem da proteina de fusio GumC-MBP com a enzima Factor
Xa

Os testes de clivagem da proteina Gum(C-MBP com o Factor Xa, foram
realizados variando-se a proporg¢do do Factor Xa : Gum(C-MBP em 1:100, 1:200 e 1:400,
por 12 e 20 hs de chivagem a 18°C. Analise em SDS-PAGE mostraram que as
propor¢des 1:100 e 1:200, considerando o mesmo tempo de clivagem, resultaram na
mesma quantidade de proteina clivada, enquanto que a propor¢do 1:400 resulta em uma
maior quantidade de proteina ndo clivada (figura 4.22). As proteinas Gum(’ ¢ MBP t¢m

massa molecular tedrica de 53 kDa e 43 kDa, respectivamente.

66kDa w-
45kDa o

30kDa
Fah

—

Figura 4.22 — Gel SDP-PAGE a 15% da clivagem da pretcina de fusiao GumC-MBP com Factor Xa
em diferentes proporgaes Facter Xa: GumC-MBP. Coluna 1: padrio de massa molecular. Coluna 2:
Proteina GumC-MBP antes da chvagem. Colunas 3, 4 e 5: chivagem da fusio GumC-MBP nas proporgics
1:100, 1:200 e 1:400 respectivamente {12hs de clivagem a 18°C). Colunas 6, 7 e 8: clivagem da fusdo
Gum(’-MRBP nas proporgdes 1:100, 1:200 e 1:400 respectivarnente (20hs de clivagem a 18°C).

Devido a instabilidade da enzima Gum(C novos testes de clivagem foram
realizados a 4°C e 18°C por 15 hs. Observamos que a clivagem realizada a 4°C, apesar
de nio ter clivado toda a fusio, mostrou uma menor quantidade do produto de clivagem
mespecifica (banda abaixo da MBP) em relagio a clivagem realizada a 15°C (figura

4.23).
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Figura 4.23 - Gel SDS PAGE a 15% da otimizagiio da clivagem com o Factor-Xa. Coluna 1: padréo
de massa molecular. Coluna 2: amostra contendo a Proteina GumC-MBP antes de clivagem. Colunas 3 e
4: proteina GumC-MBP apos 18hs de chivagem a 4°C e 18°C, respectivamente.

Ap6s estabelecido o tempo ¢ temperatura de clivagem da proteina de fuséo

GumC-MBP com o Factor Xa a etapa de punificagio da enzima GumC foi iniciada.

4.7.2) —Purificaciio da enzima GumC apés clivagem com o Factor Xa
Diversas cromatografias foram realizadas com o objetivo de purificar a enzima

(Gum( apos a clivagem com o Factor Xa.

4.7.2.1) - Cromatografia de Hidroxiapatita

Tentamos purificar a enzima GumC usando a coluna de hidroxiapatita. A
amostra, que se encontrava em tampéo da coluna de amilose, foi dialisada contra tampfo
Fosfato 20mM pH7.2 e 0,5% de Tween-20 e aplicada (ImL da amostra a Img/mL).
Apo6s a dialise, uma fragio da proteina Gum( estava precipitada (coluna 2, figura 4.25).
A fragio solivel foi aplicada na coluna. Dois picos a 280nm foram observados no
cromatograma: um pico durante a lavagem da coluna e outro no gradiente de tampfo

fosfato (0,5M de Fosfato) (figura 4.24).
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Figura 4.24 - Perfil cromatogrifico da coluna de hidroxiapatita, durante a purificaciio da proteina
de fuséo GumC-MBP.

A analise em SDS-PAGE (figura 4.25) das fra¢des eluidas na coluna mostra que
a proteina MBP foi eluida nos dois picos. A utilizagio do detergente Tween-20 no
tampdo de purificagdo poderia interferir na ligagio da proteina MBP aos fons de Ca'” da
resina, visto que geralmente detergentes podem diminuir ou até evitar a ligagdo de

proteinas as resinas. No entanto, nenhuma nota com relagio a unhizagio de detergentes

Volume {mlL)

foi encontrada no manual da resina de hidroxiapatita (Instruction Manual CHT Ceramic

Hydroxyapatie - Bio-Rad). Portanto, a utilizagdo de uma resina alternativa para troca

iénica, no caso a hidroxiapatita, também n#o levou & separagio da proteina GumC

clivada da proteina MBP.
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Figura 4.25 — Gel SDS-PAGE a 15% da cromatografia em coluna de Hidroxiapatita. Coluna 1:
padrio de massa molecular. Coluna 2: amostra contendo precipitado de proteinas apés dialise e
concentragdo. Coluna 3: pré<ohina de hidroxiapatita. Colunas de 4 a 7: fragBes eluidas na lavagem da
coluna (primeiro pico). Colunas de 8 a 10: fragdes eluidas no gradiente de fosfato {segunde pico).

4.7.2.2) - Cromatografia de Afinidade (Amilose)

Tentou-se aplicar a amostra, ap6s a clivagem com o Factor Xa e ap6s dialise para
retirada da maltose (a maltose usada para eluigdo da fusdo na coluna de afinidade),
novamente na coluna de afinidade, com o intuito de observar a ligagio da MBP na
coluna, porém isso ndo aconteceu. Provavelmente a didlise ndo foi suficiente para
retirada total da maltose que, presente na solugéo, liga-se fortemente a resina de amilose.
Assim, a MBP e a Gum( nio se ligaram a resina e foram recuperadas na mesma fragdo.
Esse resuttado ndo é surpreendente, uma vez que a dialise para retirada da amilose tem

sido descrita como uma etapa dificil, no manual da resina de amilose (wwy neb.com).

4.7.2.3) - Cromatografia de Filtracio a Gel
Realizou-se também uma cromatografia de filtragio a gel (superose 12}, mas
também ndo houve separagiio da proteina GumC (resultados ndio mostrados). Apesar da

coluna analitica apresentar alta eficiéncia em separagdes de moléculas, o peso molecular
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da MBP* (peso molecular estimado em 43kDa) e da enzima GumC (peso molecuiar

estimado em 53kDa) sdo muito proximos e a técnica ndo consegue separar.

4.7.2.4) -Cromatografia de hidrofobicidade em resina Phenil sepharose

Apbs a clivagem da fusiio GumC-MBP, a amostra foi dialisada contra tamp3o de
amilose + 0,5M de S.A. + 1% Tween-20 + 5% glicerol e aplicada em coluna phenil
sepharose conforme descrito no item 3.1.8.

Observamos 2 picos no cromatograma, um no void e outro no gradiente reverso
de sal (19% de tampdo B). A analise dos picos em gel SDS-PAGE mostrou que o
primeiro pico corresponde a proteina MBP (Maltose Binding Protein — 42 kDa) e uma
banda de proteina a 13 kDa e o outro pico, a uma proteina que no aparece no gel
(figuras 4.26 e 4.27). A proteina GumC nio foi visualizada, podendo estar degradada
(banda de 13 kDa no prnmeiro pico) ou esta ligou-se a resina de coluna
irrreversivelmente. Para tentar remové-la da enzima lavamos esta com tampdo de
amilose + 1% Tween-20 + 5% glicerol + 20% etilenoglicol. Observou-se um pico nesta
lavagem, mas analisado em gel SDS-PAGE nada foi visualizado (figura 4.26). Lavamos
entdo com 40% de etilenoglicol e nada foi observado. A coluna também foi lavada com
um gradiente de 0 a 100% de tampdo de amilose + 1% Tween-20 + 20% glicerol + 10%

acetonitrila, porém nada foi observado.
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Figura 4.26 — Perfil cromatografico da coluna Phenil sepharose, durante purificagio da enzima
GumC.
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Figura 4.27 — Gel SDS-PAGE a 15% mostrando a cromategrafia da enzima Gum(C em coluna phenil
sepharuse HP, Coluna 1: padric de massa molecular. Coluna 2: précoluna phenil sepharose. Colunas 3 a
5: frag&es eluidas antes do gradiente; Colunas 6 a 10: fragGes eluidas no gradiente.

4.7.2.5)— Cromatografia de Troca Ionica

Diferentes tentativas visando a purificagdo da enzima Gum( (pl calculado 8,9),
em cromatografia de troca i6nica foram realizadas. Apos 15hs de clivagem com o Factor
Xa, a solugfio protéica foi dividida e dialisada contra 3 tampdes diferentes: Mes/NaOH
pH6.0, Tris/HC] pH7,4 ¢ Fosfato pH7,3 (todos com 0,5% de Tween-20). Na dialise

contra 0 tampio Mes/NaOH pH6,0 houve precipitagdo total da proteina Gum(C. As
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solugbes protéicas dialisadas em tampdes Tris e fosfato foram utilizadas para
cromatografias de troca idnica, embora uma parte da proteina (rumC tenha precipitado.
A proteina encontrava-se na concentragdo de aproximadamente Img/mL ¢ ImL da
amostra foi usado em cada experimento.

As colunas testadas foram a Q sepharose (troca anidnica) e a CM sepharose
(troca catibnica). Quando se utilizou a coluna Q sepharose com a proteina em tamp&o
Tris/HCl pH7,4, observou-se uma aparente separagdo da enzima GumC, que saiu na
lavagem da coluna, da MBP, que eluiu com 12% de sal. Porém, a banda correspondente
a proteina de fusdo e uma outra banda logo abaixo da MBP continuam como

contaminantes (figura 4.28).

66kDa  we
45kDa —— W —— —p Grum(’
30kDa M-
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Figura 4.28 — Gel SDS-PAGE a 15% da cromatografia de troca anionica Q sepharose da solucao
proteica apés clivagem do Factor Xa. Coluna |: padriio de massa molecular. Coluna 2: proteina de fuséo
Gum(C-MBP antes da clivagem. Coluna 3: pré coluna @ sepharose (contendo amostra clivada). Colunas 4
a 6: fragdes cluidas durante a lavagem da coluna. Colunas 7 ¢ 8: fra¢des cluidas no gradiente de sal.

Em pH 7.4, era esperado que as moléculas da enzima GumC, pl 8.9, estivessem
protonadas e com a somatéria final de cargas positivas, assim, a enzima Gum(C deveria
se ligar a resina catidnica (CM sepharose). Ja a proteina MBP, pl 5.4, estaria com um

acimulo de cargas negativas e sairia na lavagem da coluna. A cromatografia usando a
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coluna CM sepharose, porém, nfio apresentou nenhuma separagdo {dados nio
mostrados), ou seja, a enzima Gum( e contaminantes, inclusive a proteina MBP, sairam

na lavagem da resina.

No experimento usando a proteina em tampdo Fosfato pH 7,3 nas colunas Q
sepharose e CM sepharose nio foi observada separagao da proteina GumC da MBP

(figura 4.29).
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Figura 4.29 — Gel SDS-PAGE a 15% mestrando as cromatografias de troca ionica Q ¢ CM
sepharose respectivamente em tampao fosfato. Coluna 1 padrio de massa molecular. Coluna 2: pré-
coluna @ sepharose. Colunas 3 e 4: fragbes cluidas da coluna. Coluna 5: pré~coluna CM sepharose.
Colunas 6 e 7: frages eluidas da cojuna.

Analisando as precipitagdes ocorridas nas dialises realizadas contra 3 diferentes
tampdes, podemos fazer algumas consideragdes. A utilizagdo do tampéio Mes/NaOH pH
6,0 provavelmente ocasionou a precipitagdo da proteina MBP, devido ao seu pl tedrnco,
5.4, estar proximo do pH do tampdo utilizado. No entanto, ocorreu precipitagio das
respectivas proteinas durante as dialises contra os tampdes Trs/HCl pH7,2 e Fosfato
pH7.3, onde, aparentemente, o pH tamponante estana longe dos pls das mesmas. Uma

explicagdio para a precipitagdo indiscriminada da enzima Gum(C seria a auséncia de sal
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nos respectivos tampdes que estaria causando a desestabilizagdo da mesma em solugéo.
Em adi¢fo, acredita-se que estava havendo agregag¢o das proteinas presentes na amostra
apos clivagem com o Factor Xa, o que pode ter ocasionado a precipitagdo de ambas as
proteinas no tampdo Tris/HCI, pH7,2 e a ndo ligagdo da enzima GumC naresina de troca
catidnica CM sepharose.

Outra tentativa de punficagdo, utilizando a coluna de troca ambnica Q-sepharose
FF, foi realizada. Apos a clivagem adicionamos 15% glicerol + 1% Tween-20 para
evitar a precipitagdo da enzima GumC durante a didlise contra tampfo de amilose sem
sal (Tns/HCl 20mM, pH7,4, 1mM EDTA, ImM NaN;). Ainda assim ocorreu
precipitagcio em parte do produto de clivagem. O restante da amostra que permaneceu
solavel foi aplicado em coluna Q-sepharose FF segundo programa descrito no item
3.1.8. A enzima Gum( saiu no vbid da coluna enquanto a proteina MBP eluiu com 12%
de NaCl. A figura 4.30 mostra o perfil cromatografico da coluna Q-sepharose e a analise

em gel SDS (figura 4.31) mostra a purificagdo da enzima GumC.
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Figura 4.30 — Perfil cromatogrifico da coluna Q sepharose FF mostrando a eluicfio da enzima
GumC ne void (primeiro pico).
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Figura 4.31 — Gel SDS PAGE 15% da purificacio da enzima GumC. Coluna 1: padrio de massa
molecular. Coluna 2: proteina de fus#io Gum(C-MBP antes da clivagem com Factor Xa. Coluna 3: produto
da clivagem antes da didlise contra tampdo sem sal. Coluna 4: pré-coluna Q-sepharose e ou sobrenadante
ap6s didlise contra tampdo sem sal. Coluna 5: proteina MBP eluida com 12% de NaCl Coluna 6:
precipitado apos dialise contra tampdo sem sal. Coluna 7: proteina Gum( eluida na lavagem da coluna Q-
sepharose.

4.7.3) — Caracterizagio da enzima GumC
4.7.3.1)— Segiienciamento do N-terminal da proteina GumC

O resultado do seqitenciamento indicou a seqiiéncia de 5 aminoacidos (MDYPN)
correspondente ao N-terminal da proteina GumC, comprovando que a proteina expressa

corresponde a proteina de interesse, a GumC de X. fastidiosa .

4.7.3.2)— Caracterizacio da enzima GumC através de Imunoblotting

Amostras contendo a proteina de fusio GumC-MBP, antes a ap6s a clivagem,
foram analisadas, através de imunoblotting, em reagdes contra o anticorpo anti-GumC-
MBP produzido em camundongos (item 3.1.9.2) e contra o anticorpo anti-MBP. A
figura 4.32 mostra o gel de poliacrilamida das fragdes analisadas: GumC-MBP antes e
depois da clivagem com Factor Xa (A) e a membrana de nitrocelulose na qual fot
realizado o immunobloting (B). As colunas 1 e 2 da figura 4.32 (B) mostram a reagéo

das amostras com o anticorpo anti-GumC-MBP, sendo bastante visivel a reagdo da
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banda de aproximadamente 50 kDa cotrespondente a GumC. As colunas 3 e 4 da figura

4.32 (B) mostram a reagfio das amostras com o anticorpo anti-MBP.

98 kDa
66kDa T+

66 kDa
45kDa y

45 kDa
30kDa 30kDa
20kDa ! B 20kDa

Figura 4.32 - Western-blotting das reac¢des dos anticorpos anti-GumC-MBP e anti-MBP com os
antigenos GumC-MBP e GumC. Colunas 1 e 2: reagio do anticorpo anti-GumC-MBP com amostra
depois e antes da clivagem com Factor Xa, respectivamente. Colunas 3 e 4: reagio com anticorpo anti-
MBP com amostra apos e antes da clivagem, respectivamente. Coluna 5: padrdo de massa molecular. A
figura & esquerda, representa um gel SDS PAGE a 15% mostrando a proteina de fusdio antes ¢ apos a
clivagem com o Factor Xa (colunas 2 e 3, respectivamente).
4.7.3.3) - Determinagio da massa molecular da GumC

A analise tedrica da massa molecular da enzima Gum(C através do programa
ExPASy revelou um monémero de aproximadamente 53kDa. A amostra de proteina
GumC, ap6s clivagem da proteina de fuso, analisada em gel SDS-PAGE a 15% (figura
4.23) mostra a presenca de uma banda de expressdo com massa molecular aparente de
53kDa.

Para se determinar o valor da massa molecular da enzima Gum(C e,

possivelmente, confirmar o valor citado acima, uma pequena quantidade da enzima foi

aplicada em coluna analitica de filtragdo a gel, superose 12.
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Utihizamos 2 padrdes de massa molecular: BSA, albumina de soro bovina
(66kDa, na forma monomérica e 132kDa na dimérica) e Ovoalbumina (45kDa), os quais
foram aphicados em outra preparagdo respeitando as mesmas condi¢des estabelecidas
para a aplicag8o da proteina GumC. A BSA na forma monomérica e dimérica ¢ eluida
com 11,6ml e com 10,9ml de tampio, respectivamente, enquanto a ovalbumina elui com
13,1ml. A GumC foi eluida com 12,1ml de tamp3o o que corresponde a proteina de

massa molecular entre 45 e 66 kDa, portanto, na forma monomérica.

4.73.4) - Caracterizacio da enzima GumC quanto ao seu enovelamento por
Dicroisme Circular

Dewvido a falta de um ensaio enzimatico para a enzima GumC, necessario para
verificagio da sua atividade e consequente caracterizagio quanto ao seu enovelamento,
utilizou-se outra técnica para obtengdo de informagdes referentes a estrutura secundaria

da proteina, chamada dicroismo circular.

A técnica de dicroismo circular (Circular Dichroism — CD) foi utilizada nos
estudos de enovelamento da proteina GumC devido a sua sensibilidade em distinguir a
presenga e a porgdo de elementos de estrutura secundaria de proteinas. O espectro de CD
mostrou 2 minimos locais de 208,6 e 222 nm e um valor maximo de 198 nm,

caracteristico de proteina com regides de a-hélices (figura 4.33).
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Figura 4.33 — Espectro de dicroismo Cireular (CD) da enzima GumC com varredura de 190 a 250
nm (coordenada y: [#] =10. deg.cm®. dM™).

Esse resultado foi entdo utilizadol para o calculo de desconvolugio da curva
média, para curvas equivalentes as proporgdes relativas a cada um dos elementos de
estrutura secundaria presentes. Péra este calculo fo1 utihizado o programa Self Consistent
(SELL.CON-3) e o resultado da desconvolugdo mostrou os seguintes resultados: 34% de
a-hélices, 14% folhas [ (antiparalelas e paralelas), 16% de “turns” e 36% de estruturas

néo ordenadas, apresentando um RMS (Root Mean Square) de 1%.
Testes de cristalizacde com a enzima GumC

Devido a instabilidade da enzima Gum( e consequente dificuldade na obtengio
da mesma pura, foram realizados testes de cnstalizagdo somente com o Fatonal I Crystal
Screen (Hampton), estando a proteina GumC a 4,5mg/mL em tampio de amilose com
0,33% de Triton X-100, a 18°C. Estes testes iniciais de cristalizagdo ndo apresentaram

crescimento de cristais.
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4.8) - Estudos de modelagem da enzima GumC

O objetivo desse estudo foi construir um modelo tridimensional para a proteina
GumC, devido a falta de informagdes estruturais de proteinas semelhantes. A
modelagem por homologia ndo foi possivel, pois ndo existem estruturas conhecidas de
proteinas homoélogas 4 GumC. Portanto, o método de "Threading’ foi utilizado para o
estudo tedrico da estrutura da proteina GumC.

A predigdo de estrutura secundaria é baseada no estudo de bancos de dados
protéicos de estruturas primarias e secundarias conhecidas. O programa de predigio de
estruturas secundarias PsiPred fez uma predigio para a enzima Gum(C de 61,88% de a-
hélices, 8,99% de folhas B € 29,12% de estruturas nfio ordenadas (figura 4.34). Esta
predigio difere dos valores encontrados em medida experimental (Dicroismo Circular)
descrita acima, onde o resultad;) da desconvolugdo do espectro de CD revelou uma
proteina com a seguinte composicdo: 34% de a-hélices, 14% de folhas B e 52% de
estruturas ndo ordenadas Programas que fazem predi¢do de estruturas secundanas tém
como limitagio a utilizagdo das sequéncias primarias e estruturas secundanas
conhecidas e depositadas em bancos de dados. Deste modo, para proteinas que tém uma
sequéncia primaria e consequente estrutara secundaria que diferem das depositadas em
bancos de dados, a predi¢io de estrutura secundina pode ndo condizer com a estrutura
secundaria real, visto que o programa acaba ndo achando moldes adequados para serem

usados na predigio.
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Figura 4.34 — Esquema mostrando a predi¢io de estrutura secundaria para a
enzima Gum( feita pelo programa PsiPred.
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A busca por proteinas, cujas estruturas secundarias sejam s a estrutﬁra secundaria
predita para a GumC foi feita com o programa GenThreader (Jones, 1999). O arquivo
gerado pelo programa mostrou nivets de confianga significativos estatisticamente para a
Gum(C guando comparada com quatro estruturas depositadas nos bancos de dados. Das
quatro estruturas, trés se referem a moléculas de proteinas estruturais: ICUN (a-
espectrina de cérebro de galinha, 1835 (Espectrina eritroide humana) e 1QUU (a-actina
humana) e a outra, 1YC9 (proteina de membrana relacionada com transporte de ions -

Vce da bactéria Vibrio cholerae).

Conf E-val Alen Dien Tlen PDB_ID
CERT 4e-04 199 213 470 lcunAQ
CERT Te-04 308 418 470 1yc9A0
CERT Te-04 193 211 470 1s35A0
CERT 8e-04 207 248 470
IquuA0O

Tabela 4.1 — Resultado da busca realizada pelo programa GenThreader. As proteinas enconéradas
foram a 1CUN (a-espectrina de cerebro de galinha, 1YC9 (Voe da bactéria Vibrio cholerae), 1535
(Espectrina eritréide humana} ¢ 1QUU (o-actina humana).

A primeira coluna da tabela 4.1, Conf, informa a estatistica da confiabilidade do
alinhamento entre as estruturas secundarias da proteina a ser estudada e a proteina com
estrutura conhecida. A segunda coluna mostra o valor E-value do alinhamento que

depende do nimero de aminoacidos estruturalmente alinhados, da energia de formago
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dos pares durante o alinhamento e da energia de solvatagdo. A terceira coluna, Alen,
informa o ndimero iotal de residuos das proteinas alvo-molde alinhados. A quarta e
quinta coluna, Dlen e Tlen, indicam os numeros totais de residuos da proteina molde
(proteina com estrutura conhecida) e da proteina alvo (proteina a ser estudada),
respectivamente. A sexta coluna, COD PDB, mdica o cédigo PDB da proteina com
estrutura resolvida usada como molde.

O programa gerou alinhamentos das seqiiéncias baseado nas estruturas
secundirias das proteinas e estes alinhamentos foram utilizados na construgido dos
modelos.

Para a constru¢do dos modelos foram utilizadas, independentemente, as proteinas
que apresentaram os melhores alinhamentos pelo programa GenThreader:

o |1CUN - codigo PDB da proteina a-espectrina de cérebro de galinha. Esta
proteina € um componente vital do citoesqueleto, conferindo flexibilidade nas
células, é responsavel pela estruturagfo celular e organizagio intracelular (Grum
etal, 1999);

¢ 1YC9 - codigo PDB de uma proteina de membrana, chamada neste trabatho de
VceC, do patogeno bacteriano Vibrio cholerae. Esta proteina parece ser um canal

de membrana e estar relacionada com transporte de ions (Federici et al., 2005).
As coordenadas atomicas das duas estruturas cristalograficas, que foram

depositadas no banco de dades PDB com uma resolugio maior de 2,0 A, foram

utilizadas individualmente como molde na constru¢io dos dois modelos para a GumC.
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O programa MODELLER 6.0a (Sali et al., 1993), utilizado para a construgéo dos
modelos, gerou 50 modelos para cada um dos alinhamentos e um trabalho de vaiidagdo
foi efetuado para que os modelos de melhor qualidade fossem escolhidos. Os modelos
gerados a partir dos alinhamentos obtidos pelo programa GenThreader foram avaliados
pelos programas Procheck e Verify 3D. Para facilitar a compreensdo adotamos os nomes
GumC Modelo 1 {modelo a partir da proteina espectrina) e GumC Modelo 2 (modelo a
partir da proteina VceC). O programa Procheck apresentou um bom resultado na
avaliagdo estereoquimica dos moldes realizados, com no maximo 4 residuos
apresentando problemas estereoquimicos (1%).

Através do programa Verify 3D s3o analisadas as compatibilidades do modelo
com a seqiiéncia de aminoacidos, utilizando o perfil 3D. Cada residuo no modelo
tridimensionat é caracterizado pélo seu ambiente quimico (sdo utilizados 18, baseados
na estrutura secundaria, contatos polares e acessibilidade do residuo). Pode ser
caracterizada a preferéncia estatistica do ambiente para cada um dos 20 aminoacidos. O
“score” do perfil 3D para a compatibilidade do modelo com a seqiiéncia de aminoacidos
é a soma dos “scores” 3D para todos os residuos da proteina. Além disso, o programa
calcula o valor estatisticamente esperado para uma seqiiéncia de aminoacidos do mesmo
comprimento. A estrutura é considerada aceitavel se o valor de “score” (5) obtido for
maior que 45% do valor estatisticamente esperado. Os valores dos perfis 3D para os
modelos da GumC a partir de cada uma das moléculas moldes sdo mostrados na tabela

42.
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[

Modelos “Score” obtido “Score” calculado 45% Score Calculado
GumC Modelo 1 34,12 90,017 4050
GumC Modelo 2 25,74 14117 63,52

Tabela 4.2 — Valores de ‘Score’ 3D obtidos através do programa Verify 3D para os modelos GumC
Modelos 1 e 2.

Os valores dos ‘scores’ obtidos para os modelos GumC Modelos 1 e 2 foram
inferiores aos valores que correspondem a 45% dos ‘scores’ estatisticamente esperados.
Estes numeros baixos dos ‘scores’ mostram que existem regides nas quais oS
aminoacidos apresentam uma conformacdo desfavoravel. Esses resultados mostraram
que os modelos construidos ndo devem ser confiaveis, e 0 motivo para isso deve ser,
provavelmente, a falta de motivos de estruturas secundarias depositadas nos bancos de
dados que sejam semethantes aos motivos da GumC. Esses resultados, na verdade,
corroboram os dados expenmentais obtidos de estrutura secundana para a GumC, que
foi diferente do calculado pelo programa GOR4. Assim, a proteina Gum(C parece

apresentar, pelo menos em parte, uma estrutura inédita.

4.9) - Minimizacio da molécula da proteina visando aumento de solubilidade/
estabilidade

Mesmo tendo realizado diversos experimentos de solubihiza¢3o da proteina de

fusio GumC-MBP, ainda n3o se encontrou um método eficiente para diminuir a

agregacdo da proteina em estudo. Desta maneira, paralelamente aos expenmentos

realizados com a proteina Gum(C nativa, resolveu-se fazer novas construgdes do gene

gumc, retirando as extremidades 5° e 3°, que foram previstas através de programas de

bioinformatica, como possiveis codificadoras de regides transmembranicas.
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Alguns estudos tém mostrado que para facilitar os processos de purificacéo,
ensaios bioquimicos e/ou ensaios de cristalografia de proteinas, tem-se optado pela
retirada de regides transmembrinicas como “loops” e residuos que formam a-hélices
transmembranicas (Popot e Saraste, 1995; Barret ef al., 2004).

Na maioria dos métodos de predigdo de regides transmembréinicas, um grifico de
hidrofobicidade de toda a sequéncia é construido mostrando a hidrofobicidade local de
cada residuo protéico. Para se fazer um grafico de hidrofobicidade, cada aminoacido
deve receber inicialmente uma escala de hidrofobicidade, que varia de programa para
programa. Os diferentes programas que fazem predigdes de regides transmembrinicas
usam diferentes tamanhos de peptideos nas anilises, e em geral, utilizam uma sequéncia
de 17 - 25 aminoacidos (Claros e von Heijne, 1994).

Utilizamos o CBS (Centr;a for Biological Sequence Analysis) Prediction Servers
(www.cbs.dtu.dk) para fazer a predi¢do de regides transmembranicas da enzima Gum(.
Segundo o programa TMHMM, a enzima Gum( teria uma regido transmembrénica no
N-terminal comeg¢ando no aminoicido 32 até o aminoacido 54 e outra regido
transmembranica no C-terminal comeg¢ando no aminoicido 429 e terminando no
aminoacido 451. Qutros programas de predi¢do de regides transmembrinicas como o
HMMTOP, fizeram predigdes semelhantes, com exceg¢do do programa MEMSAT 2,
onde a predi¢do da regido transmembréanica do N- Terminal comegaria no aminoacido
30 e terminaria no aminoacido 42.

O resultado da predigiio feita pelo programa TMHMM é visualizado na figura

435.

113



probakility

copttule 4 - Resultades e Discssdes da Enzima Guead

TMHMM posterior probabilities far gumGC

L ke, b ) 1 1

140 180 200 250 300 350

AN SIIE TR ——— ImEie

Figura 4.35— Resultado da predicio, feita pelo programa TMHMM, de regiies transmembrinicas
para a enzima GumC (cm vermetho).

Foram desenhadas 9 constru¢des do gene gume para serem clonadas nos vetores
de expressio pMALc-2x e pET29a. Com base na anilise, feita pelo programa
TMHMM. das possiveis regides transmembranicas da proteina Gum('. os prumers foram
desenhados de forma a diminuir a regiao 5 em 165 e 177 pares de bases e de forma a
diminuir 126 e 162 pares de base da regido 3'. Em algumas constru¢des houve
modificacio de somente uma regido (5) sendo mantida a outra regido (37). Para 3
construgdes, adotamos a predigdo do programa MEMSAT 2, e retiramos 123 pares de
bases daregido 5°.

Com estas diferentes construgdes visamos estudar 0 comportamento de expressio
e solubilidade da proteina GumC na presenca de uma das regides transmembranicas N-
ou C- terminal e na auséncia das duas regides preditas como regides transmembranicas.

Para melhor compreensio, as construgdes foram denominadas de C1 a C9 e estas

estdo visualizadas no esquema abaixo;
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Gene gumce nativo: 1410 pb — enzima Gum(C: 470 aas

- Do B0 pb

- " ]
Gene gume Cl. construcdo para clonagem no vetor pET29a - Construgio C1 retirada de 165 pb (55 aas) da
extremidade 5" e 162 pb (54 aas) da extremudade 3~
[eplh RES N

Gene gime 2, construgao para clonagem no vetor pMALc¢-2x — Construgao C2: retirada de 165 pb (55 aas)
da extremidade 5" e 162 pb (54 aas) da extrenudade 3°.

LA it R e 4 e S e g e D e €T T it bt et AT T e R D AR 8 i g e e e

Gene grme C3. construgao para clonagem no vetor pMALc-2x — Construgdo C3: retirada de 165 pb (55 aas)
da extremidade 57 e 126 pb {42 aas) da extremidade 3",

Foepl |

Gene gume C4, construgdo para clonagem no vetor pMALc-2x - Construgdo C4: retirada de 177 pb (59 aas)
da extremidade 57 e 162 pb (54 aas) da extrenudade 3"

Gene gnme C5, construgdo para clonagem no vetor pMALc-2x — Construcio C5: retirada de 177 pb (59 aas)
da extremidade 57 e 126 pb (42 aas) da extremidade 3°.

Gene gumc C6, construgdo para clonagem no vetor pMALc-2x — Construcio C6: retirada de 123 pb (41 aas)
da extremidade 5" e 162 pb (54 aas) da extremidade 3.

Gene gume C7. construgao para clonagem no vetor pMALe-2x — Construgao C7: retirada de 123 pb (41 aas)
da extremidade 5" e 126 pb (42 aas) da extremidade 3"

Gene gurme (8, construgdo para clonagem no vetor pMALc-2x — Construgiio (8- retirada de 165 pb (55 aas)
da extremidade 5’

Gene gume C9. construgao vetor pMALc-2x — Construcdo C9: retirada de 123 pb (41 aas) da extremidade 5°

v fr— T —

Figura 4.36 —Esquema das construcies para o gene gumce mostrando as diferentes regibes que foram retiradas das
extremidades 5’ ¢ ou 37 {em vermetho obseryamos as regides transmembrinicas preditus pelo programa TMHMM).
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A amplificagdio dos novos 9 genes (genes C1 a C9) foi feita através de PCR
utilizando os primers especificos para cada construgdo conforme descrito no item 2.2.11.
Qcorreu amplificago em todas as construgdes (C1 a C9). As figuras 4.37 e 438

mostram as constru¢des amplificadas.

1600phb
1560pb

Figura 4.37 — Gel de agarose a 1% mostrando a amplificagio do gene gumece construgbes C1 a C7.
Coluna 1: padrio de massa molecular 1kb. Colunas de 2: a 8: gene gumc (construgdes C1,C2,C3,C4, C5,
Cé6 e C7, respectivamente (eligonucleotideo 5° e 3° modificados) para clonagem no vetor pMALc-2x.

1600pb

1500ph
gene g oplginal — 1410 ph
gene zians U9 = [ 246 pb
gente ginne U8~ 1283 ph

Figura 4.38 — Gel de agarose a 1% maostrando a amplificacio do gene gumc construces C8 e C9.
Coluna 1: padrio de massa molecular 1kb. Coluna 2: gene gumc original (oligonucleotideos 5 e 3’
originais). Coluna 3: gene gumc? (oligonucleotideo 5° modificado C9 ¢ 37 original) para clonagem no
vetor pMALc-2x. Coluna 4: gene gumc8 (oligonucleotideo 5° modificado C8 e 3" origimal) para clonagem
no vetor pMAL-c2x.
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Os produtos de PCR das diferentes construgdes foram utilizados para ligagio ao
vetor de clonagem pGEM-T easy (item 3.1.12). Os produtos das liga¢Ges (gumcl-9-
pGEM-T) foram usados para transformacdo em células de E. coli DHSa. As colonias
obtidas foram utilizadas para crescimento de cultura para posterior extragdo do DNA
plasmidial, que foi digendo com enzimas de restnigio de acordo com o vetor a ser usado
na clonagem, pET29%a (enzimas Ndel e Notl) ou pMalc-2x (enzimas FcoRI e Xbal). O
processo de clivagem foi analisado por gel de agarose mostrando que somente as
colénias que continham os clones para as construgdes C5 (retirada de 177 pb da
extremidade 5’ e 126 pb da extremidade 3°), C8 (retirada de 165 pb da extremidade 57) e
C9 (retirada de 123 pb da extremidade 5°) eram transformantes (figuras 4.39 e 4.40).

Essas trés construgdes foram planejadas para clonagem no vetor pMalc2-X.

1 2 3 4 5 6 7 8§ 91011121314 15161718

it el

g Gene gume C5
1104pb

Figura 4.39 — Gel de agarose mostrando analise de retricio do gene gumce (construgées de C1 a C7,
respectivamente} apos digestio das constiugdes gumcCl-pGEM a gumcCT-pGEM, respectivamente.
Colunas 1 e 8: padrdo de DNA lkb. Colunas 2. 4. 6. 11. 13. 13 e 17: colonias transformantes das
construgdes gumes-pGEM-T (CL. €2, C3. C4. C6. C7 ¢ C5. respectivamente) antes da digestio com as
enzimas de restricio FcoRI e Ybhal Colunas 3. 5. 7. 12, 4. 16 e 18: colomas transformantes das
construcdes gumc-pGEM-T (CL. C2. C3, C4. Co. C7 e C3, respectivamente) apos a digestiio com as
enzimas de resiricdo EcoRI e Vbal. Colunas 9 e [0: vetor pMALc-2x antes e apds a digestdo com as
enzimas de restrigho EcoRl e Vhal, respectivaimente.
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12 3 45 6 7 8

l(‘iinpb - ) . apmximadamcnl51240pb

Figura 4.40 — Gel de agarose mostrando analise de restricao do genc gumc (construcoes C8 ¢ C9)
apés digestio das construcdes gumcC8-pGEM e gumcC9-pGEM. Coluna |- padrao de DNA. Colunas
3 4 1 colonias recombinantes da construcio grme8-pGEM-T mostranda o gene grme8. apas digestio com
as enzimas de testrigio FcoRl ¢ Yhal Colunas de 5 a 8: coldnias recombinantes da construgio grmch-
pGEM-T mostrando o gene grraret). apos digestio com as enzimas de restrigio EcoRf e Ybal.

Apbs a digestio enzimatica dos clones obtidos das construgdes C5, C8 e €9, os
genes gumc modificados foram ligados ao vetor pMALc-2x previamente digerido com
as enzimas FcoRI e Xbal. Os produtos da ligagdo foram transformados em células de
E.coli DH5a para propagagio do plasmideo. A analise de restngio dos plasmideos
gumcS-pMalc2X, gumcS-pMachX ¢ gumc9-pMalc2X esta representada nas figuras

441 e442

1600ph
L3upl
Gene gumc 5 - 1101pb

Figura 441 — Gel de agarose a 1% do gene gumc, construcio C5 no vetor de expressao pMALe-2x
(gumcC5-pMALe-2X). Coluna t: padrao de massa molecular [kb. Coluna 2- gene ginic extraido de uma
colénia transformante da conctrugio gurmeC3-pMALe-2X
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i P 3

Aproximadamente 1240pb

Figura 4.42 — Gel dc agarose a {% mostrando o gene gumc das construcies C8 ¢ €9 no vetor de
expressao pMALc-2x (gumc-pMALe-2X). Coluna Lt padrio de massa moleculur Tkb. Colana I: gene
gume extraido de uma coldnia transformante da construgio gumcC8-pMATLe-2X. Coluna 3 gene gume de
uma colonia transtormante da construcio grarcCY-pMALe-2X

Os genes gume €5, C8 e €9, clonados no vetor de clonagem pMalc-2x foram
seqiienciados, usando seus primers respectivos e os primers do proprio vetor pMALc-2x,
pelo método Sanger. As seqiiéncias obtidas foram alinhadas juntamente com a seqiiéncia
do gene gumc completo (banco de dados) utilizando o programa SeqMan (DNAStar).

Assim, foi confirmado as clonagems dos genes gume C5, C8 e C9 no vetor pMALc-2x.

4.9.1) - Testes de expressiae ¢ purificacio das proteinas GumC medificadas - gene
gumc modificado (Construcdes C5, (8 e (9)

Ap6s a ligagdo vetor-gene foi feita sua transformagdo em cepade L. coli DH3ar e
apos, Bl1.21 (DE3).

Para as colénias transformantes das construgdes C8 e C9 foram realizados testes
de expressdo a 20 e 37°C com indugfo por 16 e 4hs respectivamente, utilizando 1mM de
PTG, porém nio foi observada expressdo. Assim mesmo, as culturas foram hisadas e o

sobrenadante do lisado foi aplicado em coluna de amilose para checar a existéncia de
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baixa expressdo. Com as aplicagles das amostras na coluna de amilose e eluigdio com
10mM de maltose nio fo1 observada a eluigdo das proteinas de fusdes modificadas nas
construgdes GumCC8-MBP ¢ GumCC9-MBP. As figuras 4.43 ¢ 4.44 mostram os
experimentos de expressio e purificagio das proteinas GumCC8-MBP e GumCC9-MBP,
respectivamente:

12 3 4 5 6 7 8 9

116k
98kDa

66kDa

45kDa

- 30kDa

20kDa

Figura 4.43- Gel SDS-PAGE a 12.5% da expressido (em céhilas de E. coli BL21 (DE3) e purificacio
da proteina de fusio modificada GumCC3-MBP em coluna de amilose. Coluna 1: cultura de células
antes da inducdo. Colunas 2 ¢ 3° pellet ¢ sobrenadante do lisado de células para obtengfio da proteina
GumCC8-MBP. Coluna 4: void da coluna de atimdade. Colunas 5 e 6: padrbes de massa molecular de
médio e alto peso molecular. Colunas 7 a 9: fragBes eluidas da coluna de amilose.

98kDa - ! o ¥
606kDn =
PRI L
4353kI3a
30kDa
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Figura 4.44- Gel SDS-PAGE a 12,5% da expressiao (em céhulas de E. coli BL21 (DE3) ¢ purificacio
da preteina de fusdo GumCC9-MBP em coluna de amilose. Coluna 1 padrio Jde massa moleculur
Coluna 2: cultura de cefulas antes da mducdo. Colunas 3 e 40 eélulas apods inducio {peliety. Coluna 3 e 6:
celulas apas indugiio (sobrenadante) Coluna 7: void da coluna de afimdade. Colunas 8 e 9. fragdes eluidas
da coduna de amilose.
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A proteina GumCC5-MBP, modificada da constru¢do C5, foi expressa em
células de k. coli DH5a com crescimento a 37°C até D.O. 1,2 e induzida com 0,3mM
de IPTG a 20°C por 16 hs. A cultura foi entio centrifugada e ressuspendida em tampio
de amilose com 1% de Triton X-100 e inibidores de protedlise.

Ap6s lise celular e nova centrifugagio (descritas nos itens 3.1.12.6 e 3.1.12.7), 0
sobrenadante fo1 diluido e aplicado em 1mL de resina de amilose pré-equilibrada. A
resina foi lavada com tampéo de amilose para saida das proteinas que ndo se ligaram a
coluna e a proteina GumCC5-MBP eluida com 10mM de maltose. A figura 4.45 mostra

a expressio e purificagio da proteina de fusdo GumCC5-MBP em coluna de afinidade.

66K Da

43kDa

30kDa

20kDa

12kDa = e

Figura 4.45- Gel SDS-PAGE a 15% da expressdo (em célalas de E. coli (DH5w) e purificacio da
proteina Gum(CC5-MBP em coluna de amilose. Coluna 1- padiiio de massa molecular. Coluna 2: cultura
de células antes da inducsio. Colunas 3 ¢ 4: pellet e sobrenadante do lisado de células contendo a proleina
GumCC5-MBP. Coluna 3: void da coluna de afinidade. Colunas 6 a 9- fragées eluidas com maltose da
coluna de amilose.

Analise da figura 4.44 mostra muitas proteinas contaminantes que se ligam a
resina de amilose, inclusive a proteina MBP da propna bactéria K. coli. Resolvemos
utilizar as células de £ cofi BL21 (DE3) para a expressdo da proteina de fusdo

GumCC5-MBP e observar se diminua a ligago dos contaminantes 3 resina, porém nio
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observamos mudangas na expressdo e purificagio da proteina de fusio GumC-MBP

modificada C5.

4.9.2) - Caracterizacao da proteina de fusio GumC-MBP modificada C5 através de

dicroismo circular

Apos a purificagdo da proteina de fusio GumC-MBP modificada C5 em coluna

de afinidade, uma amostra contendo a proteina a 0.2mg/mL foi usada para

caracterizacio através de espectroscopia de Dicroismo Circular. A proteina Gum(C-MBP

modificada C5 revelou um perfil caracteristico de proteina enovelada, com

predominincia de estruturas de a-hélices (figura 4.46).
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Figura 4.46 - Espectro de dicroismo Circular (CD) da proteina de fusiio GumC-MBP modificada C5

com varredura de 190 a 250 nm.
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4.9.3) - Clivagem da proteina GumC modificada C5 com Factor Xa

Para analisarmos ¢ comportamento da proteina GumC modificada C5 livre da
fusdo, iniciamos a clivagem da proteina Gum(C-MBP modificada C5 com a enzima
Factor Xa. Um teste de clivagem da proteina de fusio GumC-MBP modificada C5 com
o Factor Xa foi realizado. Utilizamos a proporgio 1:100 (Factor Xa - Gum(CC5-MBP) e
a clivagem ocorreu a 4°C. Aliquotas do processo de clivagem foram analisadas em 3,6e
I5hs de clivagem. A figura 4.47 mostra a clivagem da proteina de fusio GumC-MBP em

tempos diferentes.

6okDa B

43KDa
Stikda i
20kDa ..., ~

= (GumC modificadaC3

12kl>a

SkDa

Figura 4.47 — Gel SDS PAGE a 10% da clivagem da proteina de fusio GumC-MBP modificada C5
com a enzima Factor Xa em diferentes tempos. Coluna 1: padrio de massa molecular. Colunas de 2 a 4-
amostra contendo a proteina de fusiio GumC-MBP modificada C5 apés 15, 6 e 3hs de clivagem,
respectivamente. Coluna 3: amostra contende a proteina de fusio GumC-MRBP modificada C35 antes da
clivagem.

Embora uma quantidade expressiva da proteina de fusdo permanega sem clivar,
verificamos que a clivagem leva 4 formagio da proteina GumC modificada C5 e da
MBP. Expenmentos de separagio dessas proteinas em cromatografia devem ser
realizados para obtengdo da proteina Gum(C modificada C5 na forma pura. A amostra
pura da proteina podera ser utilizada em experimentos de Espalhamento Dinimico de

Luz, de forma a propiciar um estudo comparativo de estabilidade/solubilidade entre as
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proteinas Gum( e GumC modificada C5 (sem as regides transmembranicas). Analise
comparativa semelhante podera ser realizada entre as proteinas GumC-MBP e

GumCMBP modificada C5.

124



capttuls 4 - Resultpdes ¢ Discusshes da Enzilma Sumd

4.10) — Referéncias Bibliograficas

BLUNDELL, T L. and JOHNSON, L.N - Protein Crystallography -Academic Press
Inc., London, 1976,

BONDOS, S.E. and BICKNELL, A. Detection and prevention of protein aggregation
before, during, and after purification. Analytical Biochemistry,v. 316 p. 223-23 1,
2003.

CACACE, M.G LANDAU, EM. and RAMSDEN, J I The Hofmeister series: salt and
solvent effects on interfacial phenomena. Quarterly Reviews of Biophysics, v. 30,
p. 241-277,1997.

D'ARCY, A. Crystallizing Proteins — a Rational Approach Acta Crystallographica,
D50, 469-471, 1994,

DE PIERI, C. Expressdo, purificacdo ¢ caracterizacio das cnzimas GumD e GumC envolvidas
na biossintesc do exopolissacarideo produzido pela bactéria Xylella fastidiosa. Dissertagio
dc mestrado apresentada ao Instituto de Fisica de S3o Carlos — USP 2002.

DE PIERI, C.; BELTRAMINI, LM_; SELISTRE, A. H. S.: VETTORE, AL; SILVA, FR.;
OLIVA, G. and SQOUZA, DHF. Overexpression, purification, and biochemical
characterization of GumC, an enzyme involved in the biosynthesis of
exopolysaccharide by Xylella fastidiosa. Protein Expr. Purif v. 34, p. 223-228,
2004,

DUCRUIX, A. and GIEGE, R. Crystallization of Nucleic Acids and proteins-The practical
approach series, Oxford University Press, New York, USA, 1992,

FEDERICL L.; DU, D.; WALAS, F.; MATSUMURA, H ; RECIO, J.F.; MCKEEGAN, K. S
WALMSLEYL, M. 1.B.; LUISI, B.F and WALMSLEY, A R. The crystal Structure of the
Outer Membrane Protein VceC from the bacterial pathogen Vibrio cholerae at 1 8A
resolution. The Journal of Biol. Chem. v. 280, p. 15307-15314, 2005

FERRE-D'AMARE and BURLEY. S. K. Dynamic Light Scattering in Evaluating
Crystallizability of Macromolecules. Methods in Enzymology, v. 276, p.157-166, 1997

GIACOVAZZO,.C., MONACO,H.L,, VITERBO.D., SCORDARLF., GILLLG., ZANOTTLG.,
CATTIM.- Fundamentals of crystallography- Oxford University Press Inc.-New York,
1992,

GRUM, V.L: LY, D. L; MACDONALD, R.I. and MONDRAGON, A_ Structures of two
repeats os spectrin suggest models of flexibility. Cell, v. 98, p. 523-535, 1999,

HABEL, J. E; OHREN, J. E;; and BORGSTAHL, E.Q. Dynamic Light Scattering Analysis of

Full-length Human RP14/32 dimer: purification, crystallization and self-association. Acta
Crystallographica, D57, p. 254-259, 2001.

125



Ccaptiulo 4 - Resultitdos ¢ Dlecussfes Al ERZimaA Cround

LIU.Y.; MANNA, A;LL R.; MARTIN, W.E; MURPHY, R.C.; CHEUNG, A L. and ZHANG,
G. Crystal structure of the SarR protein from Staphylococcus aureus. PNAS,v.12, p. 6877-
6882. 2001

MIKOL, V.; HIRSCH, E. and GIEGE, R. Diagnostic of precipitant for biomacromolcculc
crystallization by quasi-elastic light-scattering. Journal Molecular Biology, v.213 p. 187-
95, 1990.

SALILL A and BLUNDELL, T L. J. Mel. Biol. v. 234, p. 779-815_ 1993,

VUILLARD, L.; RABILLOUD, T. and GOLDBERG, M.E. Intcrations of non-detcrgent
sulfobetaines with early folding intermediates facilitate in vitro protein renaturation. Eur. J.

Biochem.,v. 256, p. 128-135, 1998,

ZULAUF. M. ¢ D'ARCY. A. Light Scattering of proteins as a criterion for cryvstallization.
Journal of Crystal Growth. v 122 p. 102-106. 1992

YAQ, B. Dynamic Light Scattering Technology and Application to Protein Crystallization.
Protein Caorporation, 2004 .

126



capitule 5 - Resultados e Dlecussho da Enzima Glicosiltvansferase vV - Guntkd)

ENZIMA GLICOSILTRANSFERASE 1V - GUMK

Neste capitulo descreveremos os resultados e discussdes dos estudos de
expressio, purificagio e caracterizagio da enzima glicoronosiltransferase, Gumk'.
O gene gumk fo1 insendo no polylinker do vetor pMAL de forma a fazer fusio com o
gene malE (colaboragio com o Prof. Paulo Arruda — UNICAMP), que codifica a proteina
que liga maltose (MBP), resultando na expressido de uma proteina de fusio MBP. Esta

fusdo facilita a punifica¢do da proteina em coluna de afinidade com resina de amilose.

5.1) - Clonagem, expressiio e purificaciio da proteina de fusdo GumK-MBP

O gene gumk, onginano do cosmideo 07A02, for clonado no vetor de expressao
pMal-c2x {colaboragdo com o Prof Paulo Arruda — UNICAMP). Apos a transformagio
em células de E. coli BL21{DE3) pLysS, uma coldnia transformante contendo o gene
que codifica para a proteina de fusdo GumK-MBP foi utilizada para expressar a proteina
de fusdo. A proteina de fusio GumK-MBP fo1 expressa a 20°C com adigéio de IPTG na
concentragdo final de 0,3mM, apresentando uma massa molecular estimada de 86kDa
em células de E. coli BL21{DE3) pLysS, majoritariamente na forma soluvel, estando

uma parte como corpo de inclusio (figura 5.1).
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Como observado na expressio da proteina de fusio GumC-MBP, também
verificamos que a utiliza¢do de células de E. cofi recém transformadas contendo o gene
que codifica para a proteina de fusio GumK-MBP, aumentavam o rendimento da
proteina de fusio e diminuiam a ligag3o inespecifica de proteinas na coluna de
afinidade.

Foi estabelecido um protocolo de punficagio para a proteina de fusdo GumK-
MBP, onde o sobrenadante do lisado foi aplicado em uma coluna de afinidade com
resina de amilose, lavado com o tampdo para coluna de amilose e em seguida foi eluido

no mesmo tampdo de coluna acrescido de 10 mM de maltose (Figura 5.1).

._
()
LS ]
-
wl
=
~1
20
N

117kD
96kDa

60 kDa

45kDa

DA e &

Figura 5.1 - Gel SDS-PAGE 10 % da purificacito da proteina de fusio GumK-MBP em coluna de
amilose. Coluna 1: padrao de massa molecular. Coluna 2: cultura de células BL2 LIDE3 phsS. Coluna 3
cultura de células apdés mdugio ¢ hse celudar {inducdo total). Colunas 3 a 9 Facdes eluidas com maliose
da coluna de mnulose,

Na figura 5.1 observamos que as fragdes contendo a proteina de fusdo GumK-

MBP eluidas com maltose apresentam contaminantes. Optamos por introduzir outras
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etapas de purificagdo: cromatografia de troca idnica e a precipitagdo com sulfato de

amonio (S.A).

5.1.1) — Cromatografia de troca idnica

Optamos por aplicar as fragdes que representam a saida da coluna de amilose em
uma coluna de troca anidnica. As fragdes contendo a proteina de fusdo GumK-MBP,
foram reunidas numa tnica fragio, que foi entio dialisada contra tampéo da fosfato de
sodio pH 8,5 e aplicada numa coluna DEAE - Sepharose.

A proteina de fusio GumK-MBP, apresentando um pl estimado de 6,23, eluiu no
inicio do gradiente de NaCl, mas ainda apresentou alguns contaminantes (dados ndo

mostrados).

5.1.2) - Precipitagiio da proteina de fusio GumK-MBP com Sulfato de aménio
(S.A))

As fragdes eluidas da coluna de afinidade foram reunidas e submetidas a
precipitagio com sulfato de aménio (S.A.). A concentragio de SA utilizada foi de 10% a
60%. Observa-se pelo gel de SDS-PAGE (figura 5.2 e 5.3) que a partir de 30% de SA a
proteina GumK-MBP comega a softer precipitagio, juntamente com outras moléculas de
contaminantes. Com 40% de SA o contaminante de massa molecular aproximada de
43kDa esta totalmente no precipitado e uma quantidade de amostra de GumK-MBP
permanece na fragdo solivel. A 45% de SA a proteina GumK-MBP apresenta-se no

precipitado, embora uma pequena parte da proteina ainda permanega no sobrenadante.
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Figura 5.2 — Gel SDS PAGE a 15% da precipitagio da proteina de fusio GumK-MBP com sulfato de
aménio. Coluna 1: padrio de massa molecular. Coluna 2: Fragio contendo a proteina de fusdo GumK-
MBP antes da precipitagio com S.A. Colunas 3 e 4: FragSes contendo a proteina de fusdo GumK-MBP
com precipitagiio a 10% de SA, pellet e sobrenadante, respectivamente. Colunas 5 e 6: Fragdes contendo a
proteina de fusdo GumK-MBP com precipitagio a 20% de SA, pellet e sobrenadante, respectivamente.
Colunas 7 ¢ 8: Frag8es contendo a proteina de fusdo GumK-MBP com precipitagio a 30% de SA, pellete
sobrenadante, respectivamente. Colunas 9 e 10: Fragdes contendo a proteina de fusio GumK-MBP com
precipitagiio a 40% de SA, pellet ¢ sobrenadante, respectivamente.
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Figura 5.3. Gel SDS PAGE a 15% da precipitaciio da proteina de fusio GumK-MBP com sulfato de
aménio.. Coluna 1: Padréio de massa molecular. Colunas 2 e 3: FragBes contendo a proteina de fuséo
GumK-MBP com precipitagio a 45% de SA, pellet e sobrenadante, respectivamente.. Colunas 4 e 5
Fragdes contendo a proteina de fusio GumK-MBP com precipitagio a 50% de SA, pellet e sobrenadante,
respectivamente. Colunas 6 e 7: Fragdes contendo a proteina de fusio GumK-MBP com precipitagio a
60% de SA, pellet e sobrenadante, respectivamente.

Assim, o protocolo de purificagio da proteina de fusio GumK-MBP ficou
estabelecido em trés etapas. Primeiramente o sobrenadante do lisado ¢ aplicado em

coluna de amilose, as fragdes eluidas contendo a proteina de fusio GumK-MBP, sio
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reunidas e submetidas a precipitacdo com 40% de S.A para separacdo do contaminante
de 43kDa (que permanece no precipitado). O sobrenadante obtido com 40% de SA
contendo a proteina de fusdo GumK-MBP ¢é submetido a uma nova precipitagio agora

com 45% de S.A. e a proteina de fusdo é obtida no precipitado (figura 5.4).
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Figura 5.4 — Gel de SDS-PAGE a 10% do processo de precipitacieo da proteina de fusio GumK-
MBP com sulfate de aménio. Coluna 1: padrio de alto peso molecular. Coluna 20 amostra de (ruimk-
MBP precipitadas com 43 % de sultato de amdnio

5.2)— Caracterizacio da proteina de fusao GumK-MBP
A proteina de fusdo GumK-MBP foi caracterizada através da reagdo com

anticorpo anti-MBP e através da Técnica de Dicroismo Circular.

5.2.1) Caracterizaciio da proteina de fusio GumK-MBP per imunoblotting

A caracterizagfo da proteina GumK-MBP foi feita através da reagéo da proteina
GumK-MBP com o anticorpo anti-MBP, conforme fo1 descrito no item 3.2.51. A
amostra contendo a proteina de fusdo GumK-MBP, apds eluigdo da coluna de amilose,
foi eletrotransferida para uma membrana de nitrocelulose que posteriormente foi

incubada com o anticorpo anti-MBP durante 1h e em seguida incubada por mais 1h com
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o anticorpo anti-IgG de camundongo. Apos essa incubagio a membrana foi revelada
com solugfio de NBT/BCIP. A figura 5.5 mostra a reagio do antigeno GumK-MBP com
o anticorpo anti-MBP.
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Figura 5.5 - Western blotting da reagiio do anticorpo anti-MBP com o do antigeno GumK-MBP.
Coluna !: padriio de massa molecular. Colupa 2: reagfo positiva do anticorpo anti-MBP com a proteina de
fusdo GumA-MBP.

5.2.2) Caracterizaciio da proteina de fusio GumK-MBP quanto ac enovelamento

A proteina de fusdo GumK-MBP, apds precipitagdo com sulfato de aménio, foi
ressuspendida e dialisada em tampdo de amilose e foi caracterizada através de
espectroscopia de Dicroismo Circular, revelando um perfil caracteristico de proteina
enovelada, com predominincia de estruturas de a-hélices. O espectro mostrou 2

minimos locais de 208.5 e 226 nm e um valor maximo de 195 nm, (figura 5.6).
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Figura 5.6 - Espectro de dicroisme Circular (CD) da proteina de fusio GumX-MBP com varredura
de 190 a 250 nm.

5.3) - Testes de cristalizacio com a proteina de fusio GumK-MBP

Como a proteina de fusdo GumK-MBP apresentou-se com um grau de pureza
estimado de 97% apds precipitagdo com sulfato de amoénio (figura 5.7), ensaios de
cristalizagdo foram iniciados. Para os testes de cristalizagdio, o precipitado contendo a

proteina de fusdo GumK-MBP fo1 ressuspendido em tampdo Tris/HCI 20mM, pH 7.4.
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Figura 5.7 - Gel SDS-PAGE 10 % da proteina de fusie GumK-MBFP utilizada nos testes de
cristalizagio. Coluna 1: padrio de massa molecular. Coluna 2: proteina de fusdo GumK-MBP pura
utilizada para os testes de cristalizacio.

Como ja mencionado nos testes de cristalizagdo da proteina de fusdo GumC-
MBP, o fato da “Maltose Binding Protein™ ter sua estrutura cristalina determinada (Liu
et al 2001) podera auxiliar na determinagéo tridimensional da proteina GumK em fusio
com a MBP, ja que para a enzima GumK também ndo tem nenhuma proteina homologa
com estrutura cristalografica conhecida para ajudar na resolugio da sua estrutura
cristalografica.

Foram feitos experimentos com os fatoriais Crystal Screen [ e II (Hampton),
fatorial PEG (Hampton), fatorial MembFac (Hampton) e fatorial “The PEGs’ (Nextal),
estando a proteina de fusiio a uma concentragdo de 8 mg/mL.

As condigdes de cnstalizagio que apresentaram os melhores resultados,
mostrando a formagdo de microcristais (Figura 5.8) e de cristais em forma de “cluster”

em agulhas (Figura 5.9) foram as seguintes:
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CONDICAO COMPOSICAO
A6 do 0,1 M Bicine, pH 9,0
Fatorial 5 % wiv Polyethylene Glycol 6000 (Figura 26 A)
PEG6000
37 do 0,1 M HEPES-Na, pH 7.5
Fatorial 0,6 M Magnesium Sulfate Hydrate Hydrate
MembFac 4 % v/v Polyethylene Glycol 400 (Figura 26 B)

Tabela 5.1 — Tabela mostrando as condigées em que hove a formagio de microcristais eu cristais em
forma de agulha da proteinade fusio GumK-MBP.

Figura 5.8 - Formacio de microcristais da proteina de fusio GumK-MBP.
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Figura 5.9 - Formagiie de cristais em forma de “cluster” em agulhas da proteina de fusdo GumK-
MBP.

Tentativas de otimizagdo dos microcnstais em torno destes fatoriais foram
realizadas, variando-se as concentragdes do sal e do PEG, para o fatonial 37 do MembFac
e do PEG para o fatorial A6 do Fatorial PEG 6000. No entanto, ndo houve melhora no

tamanho e morfologia dos microcristais.

5.4) — Testes de clivagem da proteina de fusio GumK-MBP com a enzima Factor Xa

Apos a purnficagio da proteina GumK, ainda em fusdo com a MBP, testes foram
realizados para a clivagem com factor-Xa na tentativa de obtermos a proteina pura (sem
fusfo). A proteina de fusdo GumK-MBP foi concentrada até 1 mg/mL e os testes foram
realizados (durante 24h), porém nio foi observada nenhuma clivagem da proteina de
fusdo. Seguimos a recomendacio do manual do vetor pMALc-2x, para clivagem da
proteina de fusdo, onde € sugerido a utilizagdo do detergente para facilitar a a¢do da

enzima proteolitica, uma vez que o uso de detergentes em processos de clivagem podem
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auxiliar tomando mais exposto o sitio de clivagem Factor Xa. Utilizamos diferentes

concentragdes do detergente SDS, 0,01, 0,03 ¢ 0,06% (Figura 5.10).
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Figura 5.10 - Gel SDS-PAGE 15 % dos testes de clivagem da fusio GumK-MBP com factor-Xa com
porcentagens diferentes de SDS. Coluna 1: padrdo de massa molecular. Coluna 2: GumK-MBP eluida da
coluna de amilose. Coluna 3: GumK-MBP com factor Xa. sem SDS. Coluna 4: GumK-MBI® + factor Xa +
0,001 % SDS. Coluna 5: GumK-MBP + factor Xa + 0,003 % SDS. Coluna 6; Gumk-MBP + factor Xa +
0,005 % SDS.

Como pode ser observado na Figura 5.10, o processo de clivagem da proteina de
fusdo GumK-MBP foi incompleto, mesmo por um longo periodo de reagido, 24h, e
mostrou uma melhora muito pequena com a adigao de SDS e além disso, observamos o
aparecimento de outras bandas, um indicativo que a proteina de fusdo sofreu degradagio
durante o processo de clivagem.

Resolvemos entdo trocar o tampdo de amilose (Tris/HCl 20mM, pH7.4 com
200mM de NaCl) pelo tampio Hepes pH6,0, também sugerido pelo manual do pMALc-
2x. Com a troca de tampdo observamos uma melhora siginificativa no processo de

clivagem da proteina de fusio GumK-MBP. Assim podemos diminuir o tempo de
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clivagem gasto anteriormente para 15hs a 18°C evitando a clivagem inespecifica e

degradagédo da proteina GumK (figura 5.11).

1 2 3
66 kDa L= -
45 kDa -
————— —
30 kDa
20 kDa
14 kDa

Figura 5.11 - Gel SDS-PAGE 15 % da clivagem da proteina de fusfio GumK-MBP. Coluna 1: padriio
de massa molecular. Coluna 2: amostra de G K-MBP mantida a 18°C por 72 h sem factor Xa. Coluna 3:
amostra contendo a proteina de fusdo GumA-MBP clivada com tactor Xa apas 72h a 18°C (= Gumk-
MBP 86 KDa (fragfio nio clivada). =¥ GumK 44 KDa (fragio clivada}. = MBP 42 KDa).

Com o protocolo de clivagem estabelecido, intciamos o processo de purificagio

da GumK livre da fusio.

5.5) Purificagio da proteina GumK

A amostra contendo a proteina GumK apés a clivagem, for aplicada em uma
coluna de troca catibnica POROS 20 HS® para a obtengfio da proteina nativa.

Utihzou-se o tampdo 20 mM HEPES pH 6,0, pois desta forma, neste pH, a
proteina GumK que tem ponto isoelétrico tedrico de 6,98 fica na sua forma protonada e
liga-se & resina, sendo eluida no gradiente salino com aproximadamente 300mM de
NaCl. A proteina MBP que tem ponto isoelétrico 5,22 ¢ eliminada logo nas primeiras
fragdes da purificagdo, antes do gradiente salino. A fragio nfo clivada GumK-MBP

possui ponto isoelétrico 6,14, isto ¢, liga-se fracamente a coluna e elui logo no comego
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do gradiente salino (cromatograma ndo mostrado). A figura 5.12 mostra o gel de SDS-
PAGE das fragdes descntas acima, eluidas da coluna POROS 20 HS.
As fragdes contendo a proteina GumK foram reunidas, e esta nova fragio foi

concentrada a 4,0 mg/mL para os testes de cristalizagio.
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Figura 5.12 - Gel SDS-PAGE 15 % da cromatografia de troca catibnica Poros 20 HS. Coluna 1:
padrio de massa molecular. Colunas 2 e 3: proteina GumK eluida com 30% de NaCl. Colunas 4 ¢ 5:
proteina de fusfio GumK-MBP (fragdo nfio clivada) eluida no nicio do gradiente salino, Colunas 6 e 7:
proteina MBP e¢luida na lavagem da coluna com tampéo sem sal.

5.6) - Testes de cristalizaciio com a proteina GumK

Os testes de cristalizagfio da proteina GumK foram realizados com a proteina a
4mg/mL em tampdo Hepes pH 6,0 com aproximadamente 30% de NaCl (fracdo eluida
da coluna de troca catiénica). Para os ensaios de cristalizagio foram utilizados o fatorial
da MembFac (Hampton), os fatoriais “The PEGs’ {Nextal) e os fatoriais Crystal Screen
1 e If (Hampton).

Observamos a formag&io de “cluster’ de agulhas (Figura 5.13A) na condic¢io 14
do Nextal, ‘The PEGs’: 0,1 M HEPES pH 7.5, 30 % v/v PEG 300. Na condigdo 5 do
fatorial Hampton MembFac: 0,1 M acetato de sodio triidratado pH 4,6, 12 % w/v PEG

4000, observou-se a formagdo de microcristais (Figura 5.13B). Colocou-se um dos
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microcnstais no rato-X para verificar se tratava de cristais de proteina e nfio de sal e

apesar de difratar a baixa resolugio, podemos confirmar que era um cristal de proteina.

Figura 5.13 - 1 Testes de cristalizacio com a proteina GemK. Em A: “cluster” de agulhas {condigio
I4 do Nextal “The Pegs™). Em B mucrecristais (condicio 3 do fatorial MembFae da Hampton).

Estes resultados mostram que estamos no caminho certo para a cristalizagio da
proteina GumK, mas as condi¢des precisam ser ajustadas para tentarmos crescer cristais
mais ordenados que difratem a mais alta

resolugéo.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A seqiiéncia génica da bactéria Xylella fastidiosa foi determinada em meados de
2000 em um projeto inédito para o Brasil, pois se configurou no primeiro Projeto
Genoma Brasileiro. A cepa de X. fastidiosa estudada se instala no xilema de citros
impedindo que agua e sais minerais sejam transportados o que leva a planta a
desenvolver a doenga clorose \van'egada de citros (CV(C) também popularmente
conhecida como amarelinho. A anahise do genoma da X fastidiosa mostrou a presenga
de um operon, denominado “Operon gum”, constituido por nove genes (gumre, gumj,
gumc, gumb, gumm, gumd, gumf, gumk e gumh). Esses genes codificam a sintese de
nove enzimas envolvidas na sintese de um polissacarideo extracelular denominado goma
fastidiana. Operon semelhante ao operon gum de X. fastidiosa é encontrado na bactéria
Xanthomonas campestris, onde foi constatado que muta¢des em alguns genes gum
levaram 4 diminui¢do da produgio do exopolissacarideo (goma xantana) e também a
diminui¢iio da viruléncia da bactéria. Assim, a via biossintética do exopolissacarideo
tem sido descrita como um dos fatores de viruléncia de Xanthomonas campesiris.

No presente trabalho, foram estudadas duas proteinas envolvidas na biossintese

da goma fastidiana e codificadas pelos genes gumc e gumk. A proteina GumK € aenzima
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responsavel pela transferéncia de uma molécula de acido glucorbnico ao lipideo
carreador, enquanto que a proteina Gum(C ndo tem ainda sua fungio totalmente
esclarecida, mas esta envolvida provavelmente na polimenizagio ou na exportagdo da
goma através da membrana da bactéria. A enzima GumC deve apresentar um papel
fundamental na produgio da goma, uma vez que em Xanthomonas, muta¢des no gene
gumc homologo ao da Xylella fastidiosa, levaram a diminuigéo de sua produgdo e da
viruléncia da bacténa.

Previsdes teoricas, realizadas com ferramentas de bioinformatica, mostraram que
as regides N- e C- terminais da enzima GumC sio regides transmembrénicas. Assim, nos
realizamos estudos com o gene ‘inteiro” e também com o gene modificado nas regides 5’
e 3'com o objetivo de melhorar a estabilidade da proteina recombinante.

O gene gumc foi clonado no vetor pMalc2-X, o que permitiu a expressdo da
proteina em fusio com a maltose binding protein (MBP). Diversas etapas
cromatograficas foram realizadas com o objettvo de levar a proteina ao mais alto grau de
pureza possivel. A proteina pura foi utilizada em experimentos de cristalizagdo tendo
sido obtidos micros cristais da proteina, entre os 1000 testes de cristalizagio. A
otimizagdo desses micros cristais ainda estd em andamento para futuros estudos
cristalograficos. A proteina de fusdo GumC-MBP foi caracterizada por técnicas como
‘immunobloting’, dicroismo circular (CD) e espalhamento dindmico de luz (EDL). A
proteina de fusdo GumC-MBP, quando clivada com a enzima Factor Xa, libera a
proteina GumC, que foi isolada e caracterizada quanto ao seu peso molecular, por

cromatografia de filtragdo a gel, quanto a0 seu enovelamento através da técnica de CD, a
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sua regido N-terminal através de seqiienciamento e reagdo com o anticorpo anti-GumC-
MBP (immunobloting).

A minimizagdo da estrutura da proteina GumC foi realizada desenhando-se 6
primers diferentes, que resultaram em nove construgdes. Os vetores escolhidos para
essas construgdes foram o pMalc2X e o pET29b. Foram obtidos clones para as
construgdes CS (retirada de 177 pb da extremidade 5° e 126 pb da extremidade 3°), C8
(retirada de 165 pb da extremidade 5°) e C9 (retirada de 123 pb da extremidade 5°),
planejadas para clonagem no vetor pMalc2-X. Os trés clones foram utilizados para
experimentos de expressio das proteinas, tendo sido, até o momento, a proteina de fusio
GumC-MBP modificada C5 expressa na forma solivel em E.coli. A proteina de fusdo
GumC-MBP modificada C5 foi purificada e caracterizada quanto ao enovelamento de
estruturas secundarias atraves da\técnica de dicroismo circular. E utilizada em testes de
clivagem com a enzima Factor Xa para obtengdo da proteina GumC modificada.

Devido a total falta de informagdes estruturais sobre a proteina Gum(C ou
homologas, a constru¢io de um modelo tridimensional podena ser muito informativo.
Portanto, fizemos este estudo utilizando técnicas de Threading, que permitem o estudo
de modelagem molecular partindo da importincia da semethanga estrutural e ndo a
semelhanga sequencial para a modelagem molecular. A busca por moléculas candidatas
a moldes, estruturalmente homélogas a enzima GumC, fo1 fetta com os programas
GenThreader e THREADER 3.3 utilizando-se bancos de dados. Quatro estruturas foram
consideradas de boa homologia estrutural e duas delas, a proteina «-espectrina de
cérebro de galinha, responsavel pela estruturagio celular e organizagio intracelular e 2

Vce, uma proteina de membrana que parece estar relacionada com transporte de ions,
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foram utilizadas para construir os modelos 3D da Gum(C. O programa Procheck
apresentou um bom resultado na avaliagio estereoquimica dos modelos obtidos. Ja o
programa Verify 3D, apresentou ‘scores’ de energia baixos, com muitas regides
apresentando problemas quanto ao ambiente quimico no qual os aminoacidos estio
contidos.

Os programas utilizados neste trabalho fazem buscas de elementos de estrutura
secundaria depositados em banco de dados de estruturas determinadas. O fato dos
modelos gerados apresentarem energias de “score’ abaixo do limite aceitavel, baseado
em céalculos estatisticos, indica que a proteina GumC pode apresentar um enovelamento
que aindando é conhecido. Esses resultados mostraram que os modelos construidos nido
devem ser confiaveis, ¢ 0 motivo para isso deve ser, provavelmente, a falta de motivos
de estruturas secundérias deposiﬁdas nos bancos de dados que sejam semelhantes aos
motivos da GumC. Assim, a proteina Gum(C parece apresentar, pelo menos em parte,
uma estrutura inédita.

O gene gumk foi clonado no vetor de expressio pMALc-2x, permitindo a
expressdo da proteina GumK em fusdo com a proteina MBP. A proteina de fusdo GumK-
MBP foi purificada e caracterizada quanto a reagdo com o anticorpo anti-MBP e quanto
ao enovelamento. Com a proteina de fusdo pura foram realizados ensaios de
cristalizagdo onde obtivemos micros cristais. A proteina de fusdo GumK-MBP foi
clivada e a enzima GumK fo1 isolada. Foram realizados experimentos de cnstalizagdo
com a proteina GumK pura e também obtivemos micros cristais.

A partir destes experimentos realizados com a enzima GumC espera-se dar

continuidade a caracterizagio da proteina GumC-MBP modificada C5 e também a
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realizagdo de estudos comparativos de estabilidade entre a proteina modificada C5 e a
proteina GumC ‘nativa’.

Para a proteina GumK espera-se caracteriza-ia e estabelecer um ensaio
enzimatico. Espera-se também a otimizagdo dos micros cristais tanto da proteina de

fusdio GumK-MBP quanto da enzima GumK para futuros estudos cristalograficos.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem de forma significativa para o
conhecimento das enzimas da via sintética da goma fastidiana, um exopolissacarideo
produzido pela bactéria X. fastidiosa, e provavelmente um dos fatores patogénicos.
Estudos com as enzimas homodlogas, de Xanthomonas, estio comegando a surgir na
literatura 0 que mostra o interesse no conhecimento bioquimico e estrutural dessas
enzimas, podendo esta ser uma interessante ferramenta para entender methor o
mecanismo de viruléncia como também para o desenvolvimento de novas metodologias

para contengdo das doengas causadas por essas bacténas.
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