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RESUMO

A Clorose Variegada de Citrus (CVC) ¢ uma doenga que vem atingindo grandes
plantages de laranjas no Brasil e outros paises como Estados Unidos, Franga e Espanha.
O principal efeito da doenga é o surgimento de manchas amarelas nas folhas que
progridem para toda a extenséo levando-a a necrose. Os frutos sio pequenos, apresentam
casca dura, sendo impréprios para o consumo. Q agente causador da CVC ¢ a bactéria
Xylella fastidiosa que € limitada ao xilema. A bactéria é transmitida por insetos
conhecidos como “cigarrinhas” que se alimentam na seiva do xilema. Esta bactéria
apresenta em seu genoma um Operon contendo 9 genes (B,C,D,E,F,H,J,K,M)
responsaveis pela biossintese do exopolissacarideo denominado goma fastidiana, que
pode estar envolvido na sua patogenicidade. No presente trabalho, realizou-se estudos
com as enzimas GumD (uma enzima glicosiltransferase I que faz a primeira adi¢do de
glicose-1-fosfato ao lipideo prenol) e GumC (que provavelmente est4 envolvida na etapa
de polimeriza¢do e/ou secrecio do polissacarideo formado através da membrana da
bactéria), com o objetivo de contribuir para melhor entendimento da via biossintética. O
gene gumD, que codifica a enzima GumbD, foi clonado nos vetores de expressdo pMAL-
c2x e pKK223-3. A proteina GumD foi purificada através das cromatografias de troca
anidnica e filtragio a gel. O peso molecular € o pl da enzima foram determinados usando
respectivamente a técnica de filtragio a gel e o sistema Fast de eletroforese. A enzima
foi caracterizada quanto ao seu enovelamento através da técnica de Dicroismo Circular,
apresentando um espectro caracteristico de estrutura secundaria enovelada, composta
predominantemente por a-hélices. O gene gumC, que codifica para a proteina GumC,
foi clonado nos vetores de expressio pMAL-c2x (no qual a enzima ¢ expressa em fusdo
com a proteina MBP - Maltose Binding Protein) ¢ pET29a (a proteina é expressa sem
fusdo). A proteina em fusio GumC-MBP foi parcialmente pura através da coluna de
amilose e foi caracterizada através da técnica de Imunoblotting. A enzima GumC
expressa no vetor pET29a estd em fase de purificagdio. Anticorpos anti-GumC-MBP
foram produzidos em camundongos e serio utilizados como uma forma de caracterizar a
proteina GumC expressa sem fusdo. Estudos estruturais destas enzimas poderdo trazer
informagdes fundamentais para o conhecimento da via biossintética, assim como para o
desenvolvimento de inibidores especificos.
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ABSTRACT

The Citrus Variegated Chlorosis (CVC) is a serious disease of orange trees in
countries like Brazil, USA, France and Spain. Typical disease symptoms include
conspicuous variegations with chlorotic areas on the upper side and small necrotic
lesions on the lower side of the leaves. The affected fruits are smaller, hardened and
without commercial value. Citrus variegated chlorosis is caused by Xylella fastidiosa,
which a is xylem-limited bacterium. X. fastidiosa is transmitted by specific sharpshooter
leathoppers when the insect feeds on the xylem sap. X. fastidiosa has a nine-gene operon
B, C, D, E, F, H J, K, and M genes) responsible for the biosynthesis of
exopolysaccharides, denoted fastidian gum, which can be involved in its pathogenicity.
GumD glycosyltransferase enzyme adds the first sugar, glycose-1-phosphate, to the
prenol lipid. GumC enzyme probably is involved in the polymerization and/or
exportation of the fastidian gum through the membrane of the bacterium. Studies were
done on the GumD and GumC enzymes with the aim of getting a better understanding of
the exopolysaccharide biosynthetic pathway. The gumD gene was cloned into the
PMAL-c2x and pKK223-3 expression vectors, and GumD protein was purified through
ion exchange and size exclusion chromatography. Then GumD molecular mass and pl
were determined using, respectively, size exclusion chromatography and electrophoresis.
In addition, according to circular dichroism spectroscopy, GumD prevalent secondary
structure is o-helix. On the other hand, the gumC gene was cloned in two expression
vectors: pMAL-c2x (the protein is expressed in fusion with Maltose Binding Protein —
MBP) and pET29a (the protein is expressed without fusion in our strategy). GumC-
MBBP, the protein in fusion, was partially purified using an amylose column and the
fusion between GumC and MBP was confirmed with imunoblotting technique.
Purification trials of GumC enzyme expressed in pET29a are in course. Anti-GumC-
MBP antibodies were already produced in mice and they will be used to characterize the
GumC protein expression without fusion. Structural studies of GumD and GumC
enzymes will provide information about the fastidian gum biosynthetic pathway, as well
as to the development of specific inhibitors.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos grandes produtores de laranja a nivel mundial e
consequentemente, ¢ um dos maiores produtores de suco concentrado dessa fruta.
Esse fato ¢ muito relevante para a economia do pais, visto que a exportagio de suco
de laranja tem parcela significativa no equilibrio da balanga comercial brasileira,
representando aproximadamente 10% das divisas geradas pelas exportacdes (US$ 1
bilhdo dos US$10 bilhdes anuais) (www.laranjabrasil.com). Igualmente importante
para o pais € o nimero de postos de trabalho gerados pela industria de processamento
de suco de laranja. A estimativa é que mais de 400.000 pessoas estejam empregadas
nesse ramo da economia espalhadas por 204 cidades do territério nacional
(www.fundecitrus.com.br).

E uma industria grande, mas grande também s3o seus problemas. Os
produtores convivem com doengas e pragas que podem comprometer uma safra toda
ou até mesmo toda a plantagiio. No Brasil as doengas que mais atacam a plantag3o
de citricos sdo o Cancro Citrico ¢ a Clorose Variegada de Citros (CVC) também
conhecida como ‘amarelinho’. Paises como Estados Unidos, Fran¢a e Espanha
enfrentam problemas semelhantes e buscam saidas empregando recursos humanos e
financeiros para elimina-los.

As duas doengas citadas sdo causadas por bactérias que se alojam no xilema
da laranjeira, elemento responsavel por conduzir a 4gua da raiz até os ramos. O
agente patogénico da CVC € a bactéria Xylella Fastidiosa. Outras linhagens de
Xylella causam doengas em diversos tipos de plantagdes como cafezal, videira,

pessegeiro € pereira (Beretta ef al., 1996; Mehta and Rosato, 2001).
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1.1) - A Clorose Variegada de Citrus

A doenga provocada pela Xylella Fastidiosa foi identificada no Brasil em
1987 € ¢ considerada como a pior que surgiu nos ultimos anos. As areas mais
afetadas pela doenga sio o Tridngulo Mineiro e o Norte e o Nordeste de Sio Paulo.
Segundo recente levantamento da Fundecitrus (Fundo de defesa da citricultura) nos
proximos trés anos o Estado de Sio Paulo devera perder 42 milhdes de pés de laranja
(0 equivalente a 24% do total de arvores no Estado) devido ao amarelinho. Em 2001,
cerca de 10 milhdes de arvores foram erradicadas, causando prejuizo de cerca de R$
650 milhdes.

O principal efeito da doenga CVC € o surgimento de manchas amarelas nas
folhas que progridem para toda a extens3io levando-a & necrose (fig.1.1). Os frutos
amadurecem mais cedo, produzindo, portanto, menor quantidade de suco por fruto.
Ocorre também um endurecimento da casca das laranjas doentes o que pode
danificar as maquinas de processamento de suco (De Negri, 1990; Malavolta ef al.,

1990).

Figura 1.1) - Sintomas da CVC: folhas e frutos da laranja doce tipo “pera” (fotos de Marcos A
Machado e Francisco Laranjeira, extraidas do site: www.fundecitrus.com.br).

1.2) — Xylella fastidiosa
A bactéria Xylella fastidiosa, ¢ limitada ao xilema (figura 1.2), elemento

condutor de 4gua nas plantas. Insetos vetores, comumente conhecidos como



Capitulo 1 - A Clorose Variegada de Citrus

cigarrinhas, contendo aparelho bucal perfurador/sugador que se alimentam na seiva
do xilema, transmitem a bactéria de plantas doentes para plantas saudaveis. O
mecanismo pelo qual a bactéria Xylella fastidiosa causa a doenga CVC ainda ndo é
totalmente conhecido.

Atualmente, os principais meios de controle da CVC incluem o exterminio

das plantas infectadas e controle quimico dos insetos vetores.

Figura 1.2 - Microscopia eletronica da Xyllela fastidiosa infectando o xilema de uma laranjeira (fotos
de Marcos A Machado e Francisco Laranjeira, extraidas do site: www.fundecitrus.com.br).

Diversos fatores tém sido associados com patogenicidade de bactérias
fitopatogénicas, incluindo a produgio de enzimas extracelulares, produgdo de toxinas
e fitohorménios e produggo de exopolissacarideos (EPS) (Agrios, 1988). Em diversas
bactérias, as moléculas de exopolissacarideos (EPS) s3o relacionadas 2
patogenicidade e estdo associadas & morte celular, devido a oclusio dos vasos do
xilema, a lesdes de mucéides e na promogio da interagio planta-bactéria, o que
favorece o crescimento da bactéria nos tecidos da planta (Chatterjee and Vidaver,
1985).

A bactéria Xyllela fastidiosa foi a primeira bactéria fitopatogénica a ter seu
genoma completamente sequenciado por diversos laboratérios de pesquisa do

Estado de Sdo Paulo com a ajuda financeira da FAPESP e da Fundecitrus, com o
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objetivo principal de busca por novos mecanismos de acabar com a CVC dos
laranjais (Simpson ez al., 2000).

Através da analise do genoma, por técnicas de bioinformatica, os genes da
Xylella fastidiosa podem ser estudados e correlacionados a genes de outras bactérias.
A anilise seqiiencial do genoma de uma regio de aproximadamente 12 Kb de DNA
revelou a existéncia de 22 genes que codificam para a sintese de proteinas
regulatdrias e enzimas envolvidas na sintese de um exopolissacarideo (EPS) similar a
goma xantana, produzida pela Xanthomonas campestris (Silva et al,.2001). Esta € a
bactéria causadora do apodrecimento de cruciferas, como repolho, rabanete e nabo
(Williams, 1980) e produz um polissacarideo extracelular chamado goma xantana,
que, devido a suas propriedades reolégicas tais como alta viscosidade e pseudo-
plasticidade e estabilidade em condigdes extremas, é muito utilizado em industrias de
alimentos e agricultura como emulsificante, espessante e estabilizante (Baird, 1983;

Garcia-Ochoa et al., 2000).

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

A estrutura da goma xantana, que tem sido bastante estudada (Melton et 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 em sitios especificos mas em diferentes graus (Stankowski et al., 1993;
Cadmus et al., 1976; Jansson et al., 1975). Estudos mostraram que a subunidade de
pentassacarideo ¢ primeiro sintetizada, ligada a uma molécula de lipideo carreador
(difosfato prenol), de maneira seqiiencial a partir de precursores D-glicose, D-

manose, dcido glicurénico, acetil coenzima A e fosfoenolpiruvato (Ielpi ef al., 1983;
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1981; 1981; Harding et al, 1987). As unidades de pentassacarideos sio
subseqiientemente polimerizadas & 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 estdo envolvidos na biossintese de goma xantana: os genes
xpslll, xpsIV e xpsVI, responsaveis pela sintese da glicose, acido glicordnico e
manose, respectivamente (Koplin er al., 1992; Hotte et al., 1990; Harding et al.,
1987) € os genes gum ou xpsl, que codificam as enzimas envolvidas na
polimerizagdo do pentassacarideo ligado ao poliprenol e secrego do polimero para o
meio extracelular (Katzen ez al., 1998). Os genes gum s3o agrupados em um operon
(operon Gum) constituido por um conjunto de 16 kb contendo 12 genes designados
gum B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L e M. O gene gum D codifica a enzima
Glicosiltransferase I, responséavel pela transferéncia da glicose-1-fosfato ao fosfato
poliprenol para formar o monossacarideo-lipideo; gumM codifica a enzima
Glicosiltransferase II que catalisa a adigio da segunda glicose para formar o
dissacarideo-lipideo; gumH codifica a enzima Glicosiltransferase III que catalisa a
adi¢do da primeira manose formando o trissacarideo-lipideo; gumK codifica a
enzima Glicosiltransferase IV que catalisa a adi¢io do 4cido glicordnico para formar
o tetrassacarideo-lipideo; guml que codifica a enzima Glicosiltransferase V que
catalisa a adi¢do da segunda molécula de manose para formar o pentassacarideo-
lipideo; gumF codifica a enzima acetiltransferase que catalisa a acetilagio da manose
interna; gumG que codifica a enzima acetiltransferase II que catalisa a acetilagio da
manose externa; gumL que codifica a enzima piruvato cetal transferase que catalisa a
piruvilagdo da manose externa; gumB, C e E estfio envolvidos na polimerizagio e

secre¢@o do polissacarideo através da membrana da bactéria; gum] possivelmente
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esteja envolvido em um estigio paralelo de polimerizagio e secregio do
polissacarideo.

A tese de patogenicidade da goma xantana foi reforgada recentemente quando
estudos demonstraram que a delegdo do gene gumD ou alteragdes nos ultimos
estigios da biossintese da goma xantana reduziram a viruléncia em brécoli e
diminuiram a agreséividade da bactéria pela planta (Katzen et al., 1998; Chou et al.,
1997).

Portanto, € possivel que a exemplo do que ocorre com a Xanthomonas, o
Operon Gum de Xylella fastidiosa esteja diretamente envolvido na patogenicidade
causando a Clorose variegada de citros (CVC). A analise seqiiencial do Operon Gum
da Xylella fastidiosa, uma regido de aproximadamente 12 Kb de DNA do cosmideo
7A2 do Projeto Genoma da Xylella fastidiosa, revelou a presenca de um operon
homologo ao Operon Gum da Xanthomonas campestris (Silva et al., 2001). O
Operon Gum da Xylella fastidiosa apresenta 9 genes (B, C, D, E, F, H, J, K, M),
sendo ausentes os genes guml, G e L, que codificam as enzimas Glicosiltransferase
V, acetiltransferase II e Piruvato cetal transferase, respectivamente, sendo ausentes
em outras regides do genoma. Todos os genes relatados para a sintese de moléculas
precursoras necessdrias como substratos para a atividade das enzimas que codificam
para o operon gum foram encontrados no genoma da Xylella fastidiosa. O
exopolissacarideo produzido através de reagdes catalisadas pelas enzimas do Operon
gum tem sido chamado de goma fastidiana. Na figura 1.3 esto esquematizadas todas
as etapas do mecanismo de produgiio da goma fastidiana proposto por Silva e

colaboradores (Silva et al., 2001).
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Figura 1.3) - Mecanismo proposto de biossintese da goma fastidiana (modificado segundo Silva et al,
2001). As enzimas estdo mostradas em ovais amarelos: glicosiltransferases I, II, Il e IV (GumD, M,
H e K respectivamente); acetiltransferase I (GumF), as proteinas GumE, C, J e B relatadas como
provaveis enzimas envolvidas no processo de polimerizagdo e transporte. As setas para as reagdes
sequenciais que adicionam aglicares ao poliprenol (lipidio carreador esquematizado em retangulo
azul) ndo sdo mostradas. Glc, D-glicose; GlcA, D-acido glicurénico; Man, D-manose; Ac, ester acetil;
PPi, pirofosfato.
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Estudos recentes (Patricia Brant Monteiro, comunicagio pessoal) mostraram
que a X. fastidiosa produz a goma fastidiana e outros estudos mostraram que o
xilema das plantas infectadas esta bloqueado, o que impede o fluxo normal de agua
(Machado et al., 2001).

Portanto, o estudo da via metabdlica da goma fastidiana pode ser uma
ferramenta interessante para o controle da doenga CVC. O estudo estrutural das
enzimas envolvidas nesta via e a busca de inibidores com propriedades tais que
impegam ou diminuam a producfo da goma fastidiana sio objetos de estudo de um
projeto no qual a presente dissertagiio esta inserida. 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 importante ressaltar que embora a goma xantana (produzida pela bactéria
Xanthomonas campestris) tenha sido bastante estudada, niio existem estudos
bioquimicos e estruturais com as enzimas envolvidas em sua sintese. Assim, o
presente trabalho € pioneiro e, devido a alta identidade sequencial entre as enzimas,
todo conhecimento obtido para as enzimas da X. fastidiosa podera ser estendido as
enzimas da X. campestris e as outras cepas de X. fastidiosa, responsaveis por doengas

em cafezais, videiras, pessegueiros.
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1.4) - Objetivos

No presente trabalho nos propomos a estudar duas enzimas envolvidas na via
biossintética da goma fastidiana: a Glicosiltransferase I (GumD), enzima que cataliza
a primeira adi¢do de glicose, e GumC, enzima envolvida na secre¢cdo e/ou
polimerizagdo da goma.

Estas enzinias foram escolhidas dentre as nove pois estudos mostraram que,
com X. campestris ocorre uma diminuig3io na viruléncia da bactéria com a delegdo do
gene gumD ou alteragdes nos ultimos estagios da biossintese (secregdo e

polimerizagdo) da goma xantana ( Katzen et al., 1998; Chou et al., 1997).

Os objetivos especificos deste projeto sio:
e Subclonagem dos genes gumD (que codifica a sintese da enzima GumD) ¢ gumC
(que codifica a sintese da enzima GumC) em vetores de expressdo;
e Expressdo e purificagdo das enzimas GumD e GumC;

e Caracterizagdio das enzimas GumD e GumC.
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TECNICAS, MATERIAIS E METODOS UTILIZADOS

Este capitulo serd dividido em 3 partes: Clonagem dos genes e expressio das

proteinas, purificagdo e caracterizagfio das proteinas.

PARTE I - CLONAGEM DOS GENES E EXPRESSAO DAS PROTEINAS

2.1) - CLONAGEM, UMA VISAO GERAL

A ciéncia teve um grande desenvolvimento apds o inicio dos estudos de
Biologia Molecular os quais permitem a obtengfio de quantidades significativas de
proteina através da técnica de DNA recombinante.

Esta técnica foi desenvolvida por Herbert Boyer e Stanley Cohen em 1973, e
se baseia em transplantar um gene de um organismo para o outro, formando
organismos recombinantes (Cohen et al., 1973). O DNA recombinante é elaborado
fora da célula viva com o uso de enzimas chamadas de restri¢io, que cortam o DNA
em determinados sitios, e de enzimas chamadas “ligases”, que inserem o pedago
cortado do DNA (inserto) no DNA vetor, ou seja, o DNA do plasmideo ou viral que
sera capaz de entrar numa célula ou num microorganismo hospedeiro. Uma vez que
0 DNA estranho entra no hospedeiro, passa a ser chamado organismo recombinante.

As enzimas de restri¢do fragmentam o DNA em pequenos pedagos, em sitios
bem especificos, determinados por uma sequéncia de DNA de quatro bases ou de
comprimento maior. Estas sequéncias de DNA s3o palindrémicas (tabela 2.1).

Apos a utilizagdio das enzimas de restrigdo para a digestio do inserto, as
mesmas enzimas de restri¢do serfio utilizadas para a digestio do vetor clonante

(plasmideo).
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MICROORGANISMOS ABREVIACAO DA ENZIMA SEQUENCIA NOTAS*
5. GG.CC .3
‘Haemophilus aegytius Haelll 3..CC.GG .5 1
5. T 'CGA..3
Thermus aquaticus Tagl P LOAGC T .8 2
) 5.6CG ¢
Haemophilus  haemolvticus Hhal 3. Cci6CaG .5 3
50.C TNAG..¥
Desulfovibrio desulfuricans Ddel V. .GANT.C .8 4
S.OGAAGAN), .3
Moraxella bovis Mboll 3 (f TTCT N’))‘ 5 5
Escherichia coli EcoRV 3 El :\ 1 ? I g : 1
. A LT 4
. 50°..G AATTC .3
EceRl P.CTTAA.G.5 2
Providencia stuarti Pt : é ';T\ F(F(?T ((,: 3
icroc $.CC ' TNAGG .Y
Microcoleus Mstil
.GGANT .CC .8 4
Nocardia otitidis-caviarum Noit 5..6€°GGCCGC LY 6
3.CGCCG-GCG..8
* Notas
1. A enzima produz extremidades cegas (blfunt ends).
2. A fita tinica éafita§,
3. A fita dnica éafita 3"
4. O par de hases N pade ser qualquer par: purina ou pirimidina
5. A enzima ndio conta dentre da seq; de b nto. mas em qualy giiéncia gue se distante a oito nucleatfdeos do
sitio " de recoshecimento.
6. Nort possui uma seqiténeia de reconhecimento de oito bases ¢ corta, muito o DNA de

Tabela 2.1 —Enzimas de restricdo e sequéncias de clivagem (tabela extraida do livio O DNA
Recombinante, Watson et al, 1997).

Os plasmideos sdio moléculas circulares de DNA que se replicam
espontaneamente ¢ tém fita dupla. Sua fung8o entre outras é de transportar o inserto
para dentro da célula hospedeira onde ele sera replicado.Vetores de clonagem
possuem elementos genéticos, tais como genes de resisténcia a antibiéticos que
podem ser uteis para selecionar as células que adquiriram o plasmideo, promotores
que permitem a regulagio da expressio da proteina recombinante e sitios de
multiclonagem (polilynker), regides do DNA que tém sitios sobrepostos de enzima
de restri¢do que podem ser usados para inserir o pedago cortado de DNA (inserto)
com varias enzimas (Watson et al., 1997).

A ligagdo do gene a ser clonado ao plasmideo (vetor de clonagem) é
catalisada por enzimas especificas, denominadas ligases, que formam uma ponte

fosfodiéster nas extremidades das fitas de DNA.
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Em bactérias, o processo de introdugdo do DNA recombinante (plasmideo e
gene de interesse) em organismo hospedeiro é denominado transformagio e
geralmente € feito por eletroporagio ou choque térmico (Cox ef al., 2000).

A avaliagio dos processos de clonagem é feita através de técnicas como
eletroforese em gel de agarose, a PCR (Polymerase Chain Reaction) e
sequenciamento de DNA.

A eletroforese em gel de agarose permite a separaciio dos DNAs por massa
molecular e € muito utilizada nas diversas etapas do processo de clonagem.

A técnica da PCR foi idealizada por Kary Mullis em meados de 1980 (Mullis
et al., 1987) e causou uma revolugfio na genética molecular. O método permite a
amplificagio de segmentos de DNA in vitro, explorando certas caracteristicas do
processo de replicagio do DNA. A enzima DNA polimerase usa o DNA de fita tinica
como molde ¢ uma pequena porgio do DNA de fita simples (“primer”) como
inicializador da sintese. A amplificagdo do gene ocorrera a partir da hibridiza¢do dos
“primers” que se ligam em sitios especificos do gene a temperaturas mais baixas. Em
seguida, a DNA polimerase inicia a polimerizag3o, uma vez que no meio reacional
estdo presentes os desoxirribonucleicos (ANTPs). A cada ciclo de PCR duas novas
fitas duplas de DNA s#o sintetizadas a partir de um unico DNA molde (Watson et
al., 1997).

O sequenciamento de DNA pelo método de Sanger utiliza o mecanismo da
sintese de DNA pela DNA Polimerase como na PCR. Assim, necessita dos
iniciadores (“primers”), do DNA molde e dos desoxirribonucleotideos (dNTPs),
como a PCR, diferindo desta ultima por utilizar | ddNTPs, que sdo
desoxirribonucleotideos que nfio apresentam a hidroxila no carbono 3. Dessa forma

interrompem o crescimento da cadeia, gerando fragmentos de diferentes tamanhos
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marcados no ltimo nucleotideo € com uma fluorescéncia em comprimento de onda
especifico. Os fragmentos de DNA marcados sdo separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida e sua fluorescéncia é detectada num sequenciador automatico (Cox
et al., 2000).

Neste trabalho foram utilizadas diversas técnicas da biologia molecular na
subclonagem e expressdo das duas enzimas estudadas. Abaixo ¢ mostrado um

fluxograma do desenvolvimento da subclonagem dos genes gumD e gumC.
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Genes gumD e gumC cionados no vetor de expressio

PMALc2x

‘ GenegumC _ pcr __| Gene gumD pCR4-TOPO
l Subclonagens do gene gumC no vetor de
pGEM-T +
gumC .
Transformagéo em células hospedeiras

clonagem pGEM-T e do gene gumD no vetor de
l DHSa dos plasmideos recombinantes e l

pPCR4-TOPO
+ gumD

clonagem pCR4-TOPO
escolha das colonias transformadas.
‘ A partir da colénia escolhida, faz-se
digestdo do DNA plasmidial recombinante

com enzimas de restricdo especificas. l

Linearizagdo dos vetores com enzimas de
restri¢éio especificas.

pET29a linearizado com

pKK223-3 linearizado com as
as enzimas Hindlll e Ndel

enzimas de restrigio EcoRI e
Hindlll

Ligagdo do plasmideo
linearizado com o gene através l
da enzima DNA ligase

29a + C )
PET29 + gum Transformagio em células hospedeiras DH5a e i
escollha das col6nias recombinantes.

Transformagio em células hospedeiras BL21 (DE3).
Escolha de col6nias transformantes.
Testes de expressio e solubilidades das proteinas

! ‘ recombinantes. l
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2.2) — Clonagem dos genes gumD e gumC no vetor de expressio pMAL-c2x

O operon gum foi sequenciado e seus genes foram clonados no vetor de
expressdo pMAL-c2X (fig.2.1) no Laboratério do Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) pelo Prof.
Dr. Paulo Arruda e colaboradores.

A clonagem para os genes gumC e gumD no vetor pMAL-c2x foi feita com

os sitios de clivagem para as enzimas EcoRI e Xbal, sitios estes mostrados na fig.

2.1).

polyinkar
weln

mB
N\

Pl.
PMAL-c2X
PMAL-p2X Ap'
Jac! e
L 4

i3 on
pBRIZ? ori
PMAL-c2X, pMAL-p2X Polylinker
Xmn| ERT BsmHl  Xbal Sall Pstl Hird N
I 1 [ R L B

MHE. ATC GAG GGA AGG ATT TCA GAA TTC GGA TCT TCT AGA GTC CAC CTG CAG GLA AGC 116G Jar7a
lle Glu Gly A
t Factns Xa
Cleavage site

Figura 2.1 - Mapa do vetor pMAL-c2X mostrando a regido do polylinker € o sitio de clivagem do
Factor-Xa (figura extraida do pMAL Protein Fusion and Purification System).

2.3) - Expressio das proteinas de fusio Gum-MBP

Cepas BL21 (DE3) e DHS5a de Escherichia coli (E. coli) foram transformadas
com o vetor pMAL-c2X contendo o inserto gum para expressdo das proteinas de
fusdo Gum-MBP. As células de bactérias foram estocadas a -80°C em Tris/HCI 25

mM pHS,0 contendo 100 mM de Sulfato de Magnésio e 65% de glicerol. Uma
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pequena porgdo destas células foi plaqueada em meio LB (Luria Bertani) sélido (1%
de bacto triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl, 15 g/L de agar)
previamente autoclavados, e 100 pg/mL de ampicilina, como meio de selecionar os
recombinantes. Essas células cresceram a 37°C durante 12 horas.

Pré-inéculos consistiam de 5 mL de meio LB liquido juntamente com 30 puL
de glicose 33%, 100 pg/mL de ampicilina e 1 colénia transformante. O crescimento
deu-se a 37°C sob agitagdo a 250 rpm por 12 horas. Deste pré-indculo, 5 mL foram
adicionados a 500 ml de meio LB, 100 ug/mL de ampicilina e 3 mL de glicose 33% ¢
foram incubadas nas mesmas condigdes usadas para o pré-inéculo.

Quando a cultura atingiu a densidade optica de 0,8 em 600 nm, a expressao
das Gum-MBP foi induzida com isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG), na
concentragdo final 0,6 mM, continuando em agitagdio por mais 4 horas a 37°C. As
células foram separadas do meio por centrifugacio a 4000 g durante 15 minutos a
4°C e ressuspendidas em 25 mL de tampZo de lise ou tampdo de coluna (20 mM
deTris-HCI, pH 7,4 com 200 mM de NaCl, 1 mM de EDTA e¢ 1 mM de azida
sodica) e congeladas a -20°C.

Para o teste de expressio foi retirado uma aliquota da cultura de células antes

da indugio, ty e 4hs apos a indugio,t,.

2.4) — Subclonagem dos genes gumC e gumD nos vetores de expressio pET29a e

pKK223-3 respectivamente

2.4.1) - Desenho de Oligonucleotideos para subclonagem dos genes gumD e

gumC
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O gene gumD foi subclonado em pKK223-3 (fig. 2.2), e para isso foram

desenhados “primers” (oligonucleotideos):

“Primer” 1:0ligo 3 : l
Sequéncia (5°- 3”): TGC AAA GCT TCA ATA AGC ATTTTT CGT AC
Sitio Hindlll Codon de
terminagio

“Primer” 2: Oligo 5: l
Sequéncia (5°- 3°): CAG AAT TdA TGC TTC TGG CAG ATC TGA AC

ATG
Sitio EcoRI iniciador

Foram sintetizados “primers” com sitios de restrigio para as endonucleases

Hindlll e EcoRI. O primer 5 foi sintetizado com um ATG iniciador apés o sitio de

restricdo EcoRI.

Pvu il (194S)
*She not unique Acc | (128)° ont

Figura 2.2 - Mapa do vetor pKK223-3 mostrando o “polylinker” (figura extraida do catlogo da
Amersham Pharmacia Biotech).

O gene gumC foi subclonado no vetor pET29a (fig.2.3), utilizando os

“primers”:
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“Primer” 1: Oligo 3:

Seqiiéncia (5 - 3’): ACA AGC TTA TTC CAC GCT CAT CAC GTT TA

Sitio Hingm C0don de
terminago

“Primer” 2: Oligo 5:

Sequéncia (5°- 3’): CAC ATA TGG ATT ATC CCA ATC AAACTTC

ATG
Sitio Nde I iniciador

Foram sintetizados “primers” com sitios de restri¢do paras a endonucleases
Hindlll e Ndel.

Xho i(158)
Not I(186)
Eag l(166)
Hind 1173}
Sal K179).
Sac 1{190)
EcoR 1{192)
BamH 1(198)
EcoR V(206)
Nco {212)
Kpn K238)

Bpu1102 180} Bgt li(241)
,\( Nsp V(268)

Sgf itaa28)
Pvu 1{4428)

Sma 1(4302)

Miu I{1125)

~ B! I{1139)
3
Nru i(4085) pET-29a(+) ‘Z;;‘ BStE 111306}
(5371bp) | | hAa 13w
o
R4

BssH ii(1536)
Eco87 (3774)

Hpa 1(1631)
AlwN 1(3642)

BssS 1(3399) PshA [(1970)
BspLU11 I(3226) -
Sap 1(3110} ?;fs"’pl‘lgggg)
Bst1107 1(2997) Psp5 M1(2232)
Tth111 12971)

Figura 2.3 — Esquema mostrando o vetor pET29a (figura extraida do site www.novagem.com).

Os “primers” para o gene gumC foram desenhados conservando-se o cédon

terminador (“stop codon”) original, para que s6 a proteina GumC fosse expressa, sem

cauda de histidina.
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Atraves da técnica de Reacdio em Cadeia de Polimerase (PCR) conseguiu-se

obter copias dos genes gum ja com sitios de digestdo para subclonagem no vetor

escolhido. Para isto foi utilizado o seguinte protocolo (“kit” Promega).

L 4

6 uL do DNA plasmidial gum-pMAL;

¢ 1uL ANTP (mistura de bases de nucleotideos) 10mM;

¢ 0,5 uL “Primer” (oligo 3°);

¢ 0,5 pL “Primer” (oligo 5°);

¢ 5puL deMgCl, 25mM;

¢ 5 pL de tampdo do PCR 10X;

¢ 0,5 pL da enzima Taq polimerase 5U/uL ;

*

Esta mistura de reagentes, totalizando 50 pL, foi colocada no termociclador

31,5 pL de H,0.

obedecendo o seguinte programa:

95°C

95°C

3:00

0:30

50°C

0:30

Ciclo de 25 vezes

72°C 72°C
2:00 2:00 8:00 \ 4°C
~
0

Figura 2.4 - Esquema mostrando a escala de tempos e temperaturas utilizadas na 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 tampdo TAE 5X (40

mM Tris-acetato, ImM EDTA pHS,0).
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Em seguida fez-se gel preparativo com o produto final de PCR e purificagdo

deste com o kit Prep A Gene Purification Systems (Bio-Rad).

2.4.2) Subclonagem do gene gumD no vetor de clonagem pCR 4-TOPO
2.4.2.1) - Adicao de Adeninas no inserto gumD para subclonagem no vetor de
clonagem pCR 4-TOPO (Invitrogen)

Apés a purificagio do produto de PCR, adiciona-se adeninas (A) nas
extremidades 3’ dos fragmentos com a ajuda da Taq polimerase para posterior
ligagdo com o vetor plasmidial pCR4-TOPO que apresenta uma sequéncia de 3
timinas (T) na extremidade 3’.

A reagdo de adigdo das Adeninas nos produtos de PCR seguiu o seguinte

protocolo:
6 L de DNA purificado;
1 pL de PCR Buffer (10X);
1 uL de dATP (10mM);
I uL da enzima Taq polimerase (5U/ul);
1 pL de H,0.
A reagdo ocorreu a 72°C por 15 minutos.
A ligacdo do vetor com o inserto foi feita com uma mistura contendo 3 pL do
DNA (apds a adigéio de Adeninas), 1pL do vetor de clonagem pCR4-TOPO e 1 pL
de solugio salina. Esta reacdo se processa em 30 minutos a 22°C e niio necessita da

enzima DNA ligase.

2.4.3) — Subclonagem do gene gumC no vetor de clonagem pGEM-T
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A partir do gene gumC amplificado por PCR e purificado, fez-se a ligagdo
deste com o vetor de clonagem pGEM-T (PROMEGA), seguindo o protocolo
abaixo:
¢ 5 uL tampdo 2X concentrado (PROMEGA);
¢ 1 pL do vetor pGEM;
¢ 2ul do DNA gumC;
¢ 1 pL HO milliQ;
¢ 1 ul daenzima T4 DNA ligase (PROMEGA);

Esta reagdo ocorreu a 4°C, por 12hs.

2.4.4) - Transformagio das ligacies gumD-pCR4- TOPO e gumC-pGEM

Apos a ligagdo do DNA dos genes gumD no vetor pCR 4-TOPO e gumC no
vetor pGEM-T, fez-se a transformagio, seguindo o protocolo de Hanahan (1983),
em celulas competentes DH5a onde 5 pL da ligagdo foi adicionado em 50 pL de
bactérias DH5a competentes previamente descongeladas. Deixou-se em repouso por
30 minutos em gelo. O choque térmico foi realizado a 42°C durante 2 minutos.
Deixou-se as bactérias no gelo por mais 3 minutos e adicionou-se 270 pL de meio de
cultura SOC (2% bactotriptona, 0,5% de extrato de levedura, 10 mM de NaCl, 2,5
mM de KCl, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO4 € 20 mM de glicose, pH 6,8)
previamente aquecido e incubou-se a 37°C por 60 minutos.

A mistura (200 pL) foi plaqueada em meio LB contendo 100 pg/ml de

ampicilina. Incubou-se durante a noite a 37°C.
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Apos crescimento das col6nias recombinantes, escolheram-se 6 coldnias. Fez-
se pré indculos com 5 mL de meio LB, 100 pg/mL de ampicilina contendo as

coldnias e estes foram crescidos a 37°C, 250 rpm, por 12 horas.

2.4.5) - Extraciio dos DNAs Plasmidiais da gumD-pCR4-TOPO e gumC-pGEM-
T e ligacdo dos gehes nos seus respectivos vetores de expressio

Extraiu-se o DNA plasmidial da cultura das colénias transformantes usando o
Kit Concert (Invitrogen). A anélise desta extracio foi feita através de eletroforese em
gel de agarose 0,8%. O rendimento da extragio plasmidial foi da ordem de 250
ng/ul.

Fez-se digestdo do DNA plasmidial gum-vetor de clonagem (gumC-pGEM e
gumD- pCR4-TOPO) utilizando as endonucleases HindIll e¢ EcoRI para a gumD e
Hindlll e Ndel para a gumC, seguindo o protocolo do “kit” da Gibco:
¢ 96 uL de DNA gum-vetor de clonagem;
¢ 1 pul de cada enzima de restrigéo;
¢ 11 pL de tampdo 10X (Gibco);
¢ 1 ul de H,O.

Utilizando o mesmo protocolo, digeriu-se o vetor pKK223-3 (com as mesmas
endonucleases utilizadas na digestdo do DNA plasmidial gumD-pCR4-TOPO) ¢ o
vetor pET29a (com as endonucleases usadas para a digestio da gumC-pGEM).

As reagbes de digestdio ocorreram a 37°C por 15 minutos. Os insertos e
vetores digeridos foram purificados em gel de agarose preparativo.

Fez-se a ligagdo dos DNAs gum com seus respectivos vetores seguindo o

mesmo protocolo descrito no item 2.4.4. Para a transformacio em DH5aq., utilizou-se
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o protocolo: 100 pL de DHS5a competentes, 5 puL da ligagdo gum-vetor, deixou-se
1,5 min. a 42°C, depois deixou-se em banho de gelo por 1 min. Em seguida
adicionou-se 400 pL de meio LB e deixou-se em estufa a 37°C por 1h. Apds
plaqueou-se todo o volume em meio sélido LB/agar.

Fez-se nova transformago utilizando agora a cepa de E. coli BL21 (DE3). O

protocolo de transformag#o utilizado foi o de Hanahan (1983) relatado anteriormente

(item 2.4.4).

2.5) - Expressdo das Gum’s
2.5.1) - Expressio da enzima GumC no vetor pET29a

Experimentos de expressio da GumC no vetor pET29a em células de E. coli
BL21 (DE3) foram realizados com 6 coldnias. Pré-inéculos de 5 mL de meio LB e
kanamicina (30ug/mL) contendo a col6nia foram crescidos a 37°C, 250 rpm até
densidade 6tica (D.O.) 0,8 ¢ entfo induzidos com IPTG. Fez-se uma bateria de testes
variando a concentragio de IPTG (0,3 € 1 mM), a temperatura de indugéo (20 e
37°C) e o tempo de indugdo para a temperatura de 37°C (2,4 e 6hs) e20°C(10, 20
e 30 hs). Centrifugou-se a cultura a 4000 g por 15 min. a 4°C ¢ o “pellet” foi

ressuspendido em tampio Mes/NaOH 50mM pH 6,0.

2.5.2) - Expressdo da enzima GumD (Glicosiltransferase I) no vetor pKK223-3
Experimentos de expressdo da GumD foram feitos com duas cepas de E. coli
a DHS5a e a BL21 (DE3). Fez-se pré-inéculos com SmL de meio LB, 100pg/mL de
ampicilina e 1 colénia transformante. A cultura foi crescida a 37°C, 250 pm e
atingida DO 0,8, induziu-se com IPTG. Fez-se uma bateria de testes variando a

concentragio de IPTG (1 mM, 3 mM e 5 mM), a temperatura (37°C e 20°C)y e o
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tempo para temperatura de 37°C (2 e¢ 4 horas) e 20°C (10, 20 e 30 horas).

Centrifugou-se a cultura a 4000 g por 15 min. a 4°C ¢ o “pellet” foi ressuspendido
em tampao Tris/HC] 50mM pH8,5 contendo 0,5% Tween-20.

A expresso das enzimas foi observada através de gel SDS-PAGE a 15%.

2.6) — Lise das célillas contendo as enzimas Gum’s

Apos a expressdo de ambas as enzimas e centrifugacio do meio de cultura a
4000g, por 15 minutos a 4°C, as células foram ressuspendidas em seus tampdes
respectivos.

Fez-se vérios experimentos de lise utilizando diferentes métodos:

o lise através do congelamento (N, liquido) e descongelamento (banho-maria a
42°C) por 5 vezes sem a adigio de lisozima;

e lise com adi¢gio de 1% (massa/volume) de lisozima, através da técnica de
congelamento e descongelamento (5 vezes) seguida de sonicagdo (5 vezes de 1
minuto — intervalo de 40 segundos);

e lise através da técnica de sonicagio (6 vezes de 1 minuto — intervalo de 50
segundos).

Para avaliar a expressdo das proteinas de fusdio MBP-Gum e a lise celular, foi
utilizado eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes pelo
método Laemmli (1970). O gel foi revelado com 0,010% de Comassie brilhant blue

G-250.
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PARTE II - PURIFICACAO DAS PROTEINAS

Apos o estabelecimento de protocolos de lise celular e de expressdo das
enzimas passou-se aos procedimentos de purificacio das proteinas recombinantes
GumD e GumC. Nesta segunda parte do capitulo serfio apresentadas as técnicas de

cromatografia liquida utilizadas.

2.7) — Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos tem sido utilizados para fins de identificagdo e
analise de misturas e de substancias isoladas (neste caso chama-se de cromatografia
analitica), e para o isolamento de compostos (cromatografia preparativa). Os
componentes a serem separados sdo distribuidos em duas fases: uma fase fixa que
pode encontrar-se empacotada em coluna (aberta ou fechada) denominada fase
estaciondria, e a outra um fluido que percola através dela, denominada fase mével. A
cromatografia pode ser classificada de acordo com a fase mével usada: se a fase
movel for um gas, ¢ dito cromatografia gasosa; se um liquido, cromatografia liquida.
Neste trabalho utilizamos a cromatografia liquida.

Antes de iniciarmos uma purificagio devemos ter algum conhecimento prévio
sobre a proteina que desejamos trabalhar, como: massa molecular, ponto isoelétrico
tedrico e se a proteina € ou ndo de fusdo. Com base nessas informagdes, poderemos
tragar um esquema de purificagdo, de modo que tenhamos o menor nimero de passos
na purificagdo aliado a um bom rendimento da amostra pura. A cromatografia por

afinidade tem facilitado a purificagdo de proteinas expressas em fusio.

27



Capitulo 2 — Técnicas e Materiais e Métodos Utilizados

No presente trabalho os genes que codificam para a sintese das enzimas
GumD e GumC foram clonados em vetores que permitem a expressdo de proteina de
fusdio (pMAL-c2x) e também foram expressas sem estarem em fus3o.

Utilizou-se neste trabalho o sistema de purificagiio com a resina de amilose
para purificar as enzimas GumD-MBP ¢ GumC-MBP.

O extrato celular lisado ¢ preparado ¢ a proteina de fusdo ¢ purificada através
da ligagdo por afinidade na coluna de amilose enquanto todas as outras proteinas da
bactéria passam através da coluna. A proteina de fusdo é eluida da coluna usando um
ligante livre como a maltose. A proteina de fusdo é clivada com uma protease
especifica, o Factor-Xa. A proteina desejada ¢ entdio separada da MBP através de
uma segunda passagem da mistura na coluna de amilose, onde a MBP se liga a

coluna enquanto a proteina de interesse passa através desta (fig.2.5).
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Figura 2.5 — Esquema de purificagio por cromatografia de afinidade (coluna de amilose).

Quando a proteina de interesse nfo apresenta nenhuma fusio, utiliza-se a
estratégia de trés passos: captura, purificagfio intermediaria e polimento. Na fase da

captura, como sugere o nome, € importante “capturar” a proteina de interesse e
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separa-la o mais rapido possivel das outras proteinas que estio presentes no extrato
lisado da bactéria recombinante, que por ventura possam ser enzimas proteoliticas
que degradariam a proteina de interesse. Na purificagéo intermediaria, o objetivo é
separar a proteina de interesse da maioria dos contaminantes. A ultima fase é
destinada ao “polimento” da amostra, ou seja, retirar os ultimos tragos de
contaminantes.

Nesta estratégia utiliza-se técnicas como a precipitagio com sulfato de
amdnio e as cromatografias liquidas como cromatografia de troca iénica,
cromatografia de fase reversa, cromatografia de filtragio a gel e cromatografia de
afinidade a ions quelantes ou anticorpos.

Neste trabalho utilizou-se as cromatografias de troca idnica e filtraggo a gel.

A cromatografia de troca idnica é aplicada na separacdo de substincias
contendo grupamentos ionizdveis, como os aminoacidos e baseia-se no intercambio
de fons entre a fase mével e resinas contendo grupos funcionais do tipo acido
sulfénico (resina anibnica ou trocadora de cétions) ou aménio quaternario (resina
catidnica ou trocadora de 4nions). A afinidade de cada proteina por grupos
carregados na coluna ¢ afetada pelo pH (que determina o estado de ionizagdo da
molécula) e a concentragio de sais ionizaveis livres que competirio com as proteinas
pelo solvente (Cox et al., 2000).

A cromatografia de excluséo ou de filtragio molecular baseia-se no tamanho
das moléculas do soluto que passam através da fase estacionaria, constituida por um
gel poroso: as moléculas maiores nfo conseguem penetrar nos poros e sio arrastadas
pela fase mével, enquanto as moléculas de menor tamanho, capazes de entrar nos
poros da fase estaciondria sdo retidas por mais tempo no interior da coluna. A fase

solida consiste de poros variando entre 100 € 250um. Nesse tipo de cromatografia, as
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macromoléculas ndo sdo fisicamente retidas. Entretanto, as diferentes proteinas seréio
eluidas em diferentes volumes de retengéo, de acordo com sua massa molecular.

As proteinas expressas na forma de fusdo serfio chamadas de GumD-MBP ¢
GumC-MBP e as expressas sem fusdo de GumD (expressa no vetor pKK223-3) ¢

GumC (expressa no vetor pET29a).

2.8) - Purificaciio das proteinas de fusio Gum-MBP

Juntou-se a parte soluvel (25mL) do lisado celular (relatado conforme itens
2.3 € 2.6) 50 mL de tampio de coluna, totalizando 75 mL e esta foi aplicada na
coluna de amilose (2,3 cm de didmetro por 1,8cm de altura, ou seja, 7,5 mL de
resina), previamente equilibrada com 30 mL de tamp3o de coluna (o mesmo utilizado
para ressuspender e lisar as células). O fluxo utilizado foi de 0,6 mL/minuto. Apés a
aplicagdio da amostra a coluna foi lavada com 10 volumes de tamp3o de coluna. Em
seguida eluiu-se a proteina de fusio Gum-MBP com 25 mL de tampdo de coluna

com 10 mM de maltose.

2.9) — Clivagem da fusio GumC-MBP com o Factor-Xa

Apos purificagdo em coluna de amilose a amostra contendo a proteina de
fusdo GumC-MBP foi submetida aos experimentos de clivagem com Factor-Xa.

Estimou-se que a fusio GumC-MBP estava na concentragio de 1 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 fus#o).

A clivagem foi acompanhada em intervalos de tempo através de gel SDS-

PAGE a 15%.
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2.10) — Teste de purifica¢io das enzimas GumD e GumC para avaliar a melhor
resina

Utilizou-se o “’kit” de colunas de troca iénica HiTrap IEX Selection Kit para
o teste de purificagdo. Este “kit” apresenta 7 colunas de troca i6nica:

* HiTrap SP Sepharose Fast Flow, 1mL, forte trocadora de cations ;

e HiTrap CM Sepharose Fast Flow, 1mL, fraca trocadora de cations;

e HiTrap Q Sepharose Fast Flow, ImL, forte trocadora de anions;

e Hitrap DEAE Sepharose Fast Flow, 1mL, fraca trocadora de anions;

* Hitrap ANX Sepharose 4 Fast Flow (high sub), 1mL, fraca trocadora de anions;
¢ HiTrap Q XL, 1mL, forte trocadora de anions;

e HiTrap SP XL, 1mL, forte trocadora de cations.

Fez-se preparagdes da cultura lisada de células a partir de 250 mL de meio
LB, ressuspendidas cada uma em 13 mL de tamp&o. Para a enzima GumC foi usado
o tampdo Mes/NaOH 50 mM pH 6,0. A enzima GumD foi testada em dois tampdes
diferentes: Tris/HC1 50 mM pH 8,5 contendo 0,5% de Tween-20 e Citrato de
sédio/acido citrico 100mM pH6,0 contendo 0,5% Tween-20.

Primeiramente lavou-se as colunas com 3 mL H,O e equilibrou-se com 3 mL
de tamp&o. Aplicou-se 1 mL do sobrenadante do lisado. Lavou-se com 3 mL do
mesmo tampdo. Aplicou-se 3 mL de tampdo com 1 M de NaCl. Lavou-se a coluna
com H,O0.

Para todas as colunas retirou-se uma aliquota da aplicagéo, da lavagem com o

tampdo e da elui¢do com 1M de sal e aplicou-se em gel SDS-PAGE 15%.
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2.11) - Purificagiio em larga escala da enzima GumbD

Preparou-se uma cultura de células com 500 mL de meio LB, com o “pellet”
ressuspendido em 25 mL de tampéo Tris/HCl 50 mM pH 8,5 com 0,5% de Tween-
20. A lise celular foi realizada através da sonicag@io como descrito no item 2.6, Apos
a centrifugaggo, o sobrenadante do lisado foi filtrado em membrana Millipore 0,22
pm e diluido para 50 mL com tampdo de lise ou de coluna.
Aplicou-se o filtrado em coluna de troca anidnica DEAE-Sepharose Fast Flow (75
mL de resina) previamente equilibrada com o mesmo tampéo do lisado, seguindo o
seguinte programa, no sistema AKTA Explorer:
Fluxo: lmL/minuto
Lavar coluna : até 150 mL (2 volumes de coluna) de tampao A: Tris/HC1 50 mM pH
8,5 ¢ 0,5% Tween-20
Gradiente: 0 a 100% de tampdo B; tampéo B = tampdo A + 1M de NaCl
Comprimento do gradiente: 450 mL (6 volumes de coluna)
Lavar coluna: 50 mL de tampio B
Lavar coluna: 50 mL de tampio A
Coletor: 5 mL/frag¢do

As fragdes eluidas foram analisadas através de gel SDS-PAGE a 15%. As
fragdes contendo proteina de massa molecular préxima a calculada para a enzima
GumD foram reunidas e dialisadas contra o tampao Tris/HCI 50mM pH 8,5 com
0,5% de Tween-20 e 0,1M NaCl (tampio C). Concentrou-se em centriprep 50 até
2mlL.

Aplicou-se a amostra em coluna de filtragdo a gel Superdex 200 (115 mL de
resina) pré equilibrada com o tampio C em sistema FPLC seguindo o programa:

Passar 240 mL de tampéo (2 volumes de coluna)
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Fluxo: 0,5mL/minuto
Coletor: 1,2 mL/fragio

Ap6s andlise em gel SDS-PAGE a 15%, juntou-se as fragcdes contendo a
enzima e dialisou-se contra tamp3o A.

Concentrou-se até 2mL em centriprep 50 e aplicou-se¢ em coluna de troca
anidénica MonoQ (I mL de resina) no sistema AKTA, segundo o programa:
Fluxo: 1,5 ml/minuto
Lavar a coluna: 20 mL de tamp&o A (o mesmo utilizado para a cromatografia na
coluna DEAE)
Gradiente: 0 a 80% de tamp@o B (tampdo A + 1M NaCl)

Comprimento do gradiente: 60 mL (60 volumes).

PARTE III - CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS

Neste item sdo descritas as metodologias empregadas na caracterizaco das

enzimas GumD e GumC.

2.12) - Sequenciamento de Proteina

O meétodo quimico empregado para o sequenciamento de proteinas ¢ baseado
na degradag@o de Edman. Por este método a proteina reage com fenilisotiocianato e o
residuo NH,-terminal é removido como derivado feniltiohidantoina. Este aminoacido
amino-terminal ¢ separado cromatograficamente e identificado contra padrdes. A
cadeia polipeptidica menos o aminoacido amino-terminal é isolada e a reagdo de
Edman ¢ repetida para identificar o préximo amino-terminal. Este método &
destinado para sequenciamento de polipeptideos, com no méximo 30 aminoacidos

(Devlin, T.M., 1998).
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Para o sequenciamento completo de proteina o método é bem mais complexo.
Primeiramente a composi¢do de aminoacidos e o residuo amino-terminal (N-
terminal) s3o determinados. Apds, a proteina sera degradada com enzimas
proteoliticas especificas (tripsina, por exemplo). O objetivo é obter fragmentos da
proteina para serem sequenciados separadamente pela degradacdo de Edman. Para se
determinar a ordem dos fragmentos de tripsina, € consequentemente, a sequéncia de
aminoacidos da proteina, é necessario clivar novamente a proteina com outra enzima
proteolitica (por ex, pepsina), que clivarda em outros pontos da cadeia de
aminodcidos. Estes fragmentos também serdo separados e sequenciados. As
sequéncias de cada fragmento obtido pelas duas clivagens sdo entio examinadas,
com o objetivo de encontrar peptideos da segunda clivagem que estabelegam
continuidade, pela sobreposi¢3o, com os fragmentos obtidos pela primeira clivagem
(Cox et al., 2000).

Neste trabalho foi realizado sequenciamento da regiio N-terminal da enzima
GumbD.

A amostra utilizada para o sequenciamento foi obtida através da transferéncia
da banda do gel de SDS-PAGE para uma membrana de PVDF (Polyvinylidene
Fluoride) da BIO-RAD. A membrana foi corada com corante Ponceau a 0,5% em
acido acético 0,1% por 5 min. Ap6s a secagem da membrana a banda da proteina foi
recortada e enviada para sequenciamento, que foi realizado pela Prof.* Dra. Maria
Luiza V. Oliva do Laboratério de Bioquimica da Universidade Federal de Sio Paulo.

Os reagentes utilizados nessa técnica estdo descritos abaixo:
1 — Tampd@o de transferéncia: Tris-base 48 mM
CAPS 39 mM

SDS 0,035% (m/v)
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800 mL de 4gua destilada e 200 mL de metanol
Correr a 150 V por 5 horas.
2 — Corante Ponceau: 0,5% de Ponceau em 0,1% de 4cido acético.

3 ~ Solug@o descorante: 4cido acético a 1%.

2.13) - Focalizacio Isoelétrica

Focalizagdo Isoelétrica é a técnica usada para determinar o ponto isoelétrico
(pI) de uma proteina. Proteinas so moléculas anfGteras, apresentam redes de cargas
negativas, positivas ou nulas dependendo de sua composi¢ido de aminoécidos, do
enovelamento € do pH do meio em que estdio. A rede de cargas de uma proteina é a
soma de todas as cargas positivas e negativas das suas cadeias laterais e dos residuos
amino e carboxi-terminal. O ponto isoelétrico é um pH especifico no qual a soma da
rede de cargas da proteina é zero ou nula. Proteinas sio negativamente carregadas em
valores de pH acima do seu pI e positivamente carregadas abaixo dele (Protein
Electrophoresis Technical Manual, Amersham Pharmacia Biotech)

Na tecnica de focalizagio isoelétrica um gradiente de pH ¢ estabelecido ao
longo de um gel 4 base de uma mistura de compostos organicos de baixa massa
molecular denominados anfélitos. Esses anfdlitos (anféteros) tém a propriedade de
agir como écidos (doadores de prétons) ou bases (aceptores de prétons). Quando uma
mistura proteica ¢ aplicada ao gel, cada proteina migra sobre ele até o valor do pl.
Proteinas com diferentes pls sfio entdo distribuidas de diferentes formas sobre o gel
(Protein Electrophoresis Technical Manual).

Utilizou-se o sistema PhastSystem (Amersham Pharmacia Biotech) para
determinar o pI da proteina GumD. Foi aplicado aproximadamente 3,5 mg/mL, da

proteina GumD que estava em tampao Tris/HCI 50 mM pH 8,5 contendo 0,5% de
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Tween-20, em gel PhastGel IEF 3-9, o qual permite a determinacéo do pl situado no
intervalo de pH 3 a 9. A determinagiio do pI da Gum D foi realizada sob condigbes

padréo do equipamento € a coloragio foi realizada com Coomasie Blue (R-250).

2.14) - Determinagfio da Massa Molecular

Para a detei’minag:ﬁo da Massa Molecular da enzima GumD utilizou-se uma
coluna Superdex-200 (25 mL de resina) e um sistema HPLC AKTA Explorer System
(Amersham Pharmacia Biotech). A coluna Superdex-200 ¢ usada em separacdes de
proteinas na faixa de 10.000 a 600.000 kDa de massa molecular.

O método utilizado para as analises cromatograficas da proteina GumD bem
como dos padrdes (Thrioglobulina de 669 kDa, Ferritina de 440 kDa e Aldolase de
158 kDa) utilizados, foi o0 mesmo:
¢ Aplicagio da amostra com 50mL (2 volumes) de tampao Tris/HCI 50 mM pH 8&,5

com 100 mM NaCl e 0,5% de Tween-20;
¢ Fluxo: 0,5 mL/min;

¢ Volume de amostra: 500 uL;

2.15) - Medidas de Dicroismo Circular (CD — Circular Dichroism)

A espectropolarimetria baseia-se no desvio da luz circularmente polarizada
incidente em compostos quirais ou assimétricos (Nakanish et al., 1994). No caso das
proteinas, estes grupos assimétricos envolvem principalmente as ligacGes peptidicas,
as cadeias laterais dos aminoacidos, e grupos prostéticos.

Um feixe de luz circularmente polarizado, consiste de dois feixes de onda
plana, linearmente polarizados, ortogonais entre si e fora de fase por 90° (fig.2.6a). A

luz plano polarizada pode ser dividida em duas componentes opostas, com
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polarizagdo circular e vetor campo elétrico (E) de mesma amplitude (fig.2.6b).
Quando uma luz-plano polarizada atravessa uma amostra opticamente ativa
(composto quiral), essa luz ¢ convertida em luz elipticamente polarizada. Quando os
vetores campo elétrico das duas componentes circulares estio na mesma direcdo sua
soma resulta no semi-eixo maior da elipse, ¢ quando estio em dire¢es opostas sua
soma resulta no sémi-eixo menor (fig. 2.7). A combinagiio das duas componentes
resulta em luz elipticamente polarizada, cuja elipticidade é definida como o arco
tangente da razdo do eixo menor com o eixo maior da elipse (Nakanish ef al., 1994;

Campana P.T., 1998).

b} y 5 ¥

Figura 2.6 - Esquema mostrando em a) luz incidente polarizada linearmente, b) e c) resolucio da luz
linearmente polarizada em componentes polarizadas circularmente a direita e & esquerda,
respectivamente (Cantor and Schimel., 1942).
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Figura 2.7 — Efeitos de uma amostra opticamente ativa sobre a luz linearmente polarizada, a) antes de
incidir na amostra tem-se luz plano polarizada resolvida em duas componentes circulares a direita e a
esquerda. b) apos passar pela amostra que absorve diferentemente as duas componentes, R e L terdo
tamanhos diferentes. Se a componente R é menos intensa que L o vetor campo elétrico tem a
resultante eliptica mostrada na figura (Nakanish et al., 1994).

Este fendmeno de absor¢do diferenciada da luz circularmente polarizada é
chamado dicroismo circular e, esta relacionado com a elipticidade (0), dada em
graus, por meio da expressio:

0 =32.98(4, - 4,)
onde A, ¢ a absorbancia da luz circularmente polarizada a esquerda;
A4 € a absorbancia da luz circularmente polarizada 2 direita.
Para  comparar resultados provenientes de amostras diferentes,

frequentemente, utiliza-se a elipticidade molar, ([0]) (Fasman, 1996):

l]- 100x M, %6,
IxC

Onde M ¢ a massa molecular média dos residuos que compdem a proteina
(aproximadamente 115 g/mol)

Babs € a elipticidade medida (em mgraus)

SERVICO DE BIBLIOTECA

IFSCollSP IHEONMAGAD



Capitulo 2 — Técnicas e Materiais e Métodos Utilizados

I € o comprimento do caminho 6tico da cubeta (em cm)

C € a concentragfo da proteina analisada (em mg/mL).

2.15.1) - Estimativa da estrutura secundaria de proteinas

O espectro de CD ¢ a contribuigio linear de todas as fragdes de estrutura
secundaria que constitiem uma dada proteina. Sendo assim, pela anélise e
desconvolugdo de um espectro de CD ¢ possivel estimar a composicdo de estruturas
secundarias. Para isso é necessirio empregar um programa para desconvolugio
espectral. Por outro lado, através do espectro de CD também ¢ possivel agrupar as
proteinas em cinco classes distintas: toda-a, toda-B, o+ (regides separadas), o/B
(regides interconectadas) e randémica (altamente desordenada), utilizando-se um
método matematico chamado analise de "cluster" (Venyaminov et al,. 1994,

http://lamar.ColoState. EDU/~sreeram/CDPro/).

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 analisado ¢ incluido em uma matriz com dados
espectrais de CD e € selecionado inicialmente a estrutura de uma proteina de
referéncia ao acaso. A equagfo da matriz que relaciona o espectro de CD 2 estrutura
secundaria, F=XC, ¢ resolvida pelo algoritmo de decomposigio de valor singular
(SVD) utilizado pelo SELCON 3. A solugdo inicial é substituida por outra e o
processo ¢ repetido até que a auto-consisténcia seja alcangada (Sreerama et al.,
2000).

As medidas de CD procederam em um espectropolarimetro Jasco J715. A

solugdo contendo a enzima GumbD na concentragdo de 0,23 mg/mL foi adicionada
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em cubeta de quartzo, do tipo circular, de 1 mm de caminho 6ptico. Os espectros
foram medidos num intervalo de 195 a 250 nm, & temperatura ambiente, 22°C com,

em média 8 varreduras.

2.16) - Medidas de Fluorescéncia

O fendmeno da fluorescéncia ocorre em compostos particulares, denominados
fluoréforos, que quando excitados em um dado comprimento de onda (em geral, seus
méximos de absorgdo), emitem luz em comprimento de onda de menor energia.
Assim, a fluorescéncia pode ser definida como a luz emitida quando o estado
excitado singleto (S1) decai para o estado singleto fundamental (So).

Em proteinas os aminoacidos tirosina, triptofano e fenilalanina sio sondas
intrinsecas das proteinas. Os residuos de triptofano sio os aminoacidos mais
fluorescentes, geralmente responsaveis por 90% da fluorescéncia nas proteinas
devido apresentarem dois anéis aromaticos. Através desta técnica varios processos
importantes podem ser estudados como: interagdes das proteinas com biomoléculas e
com ligantes, associagdo proteina-proteina, desnaturagio e reenovelamento. Os
valores méximos de emissdio estdo relacionados a posi¢io dos fluoréforos na
biomolécula, sendo maiores os comprimentos de onda quando estes encontram-se
expostos ao solvente (Lakowicz, J.R., 1983; Campana, P.T., 1998).

O espectro de fluorescéncia foi realizado no espectrofluorimetro K2, modo
estatico, utilizando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6tico € a temperatura
ambiente, 22°C. O comprimento de onda de excitagio foi 280 nm e a emissdo
monitorada de 295 a 450 nm. Um filtro com 85% de transmitancia para
comprimento de onda acima de 295 nm, posicionado no canal da emissdo, teve a

fungdo de eliminar a luz espalhada. A amostra medida continha a enzima GumD
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(0,06 mg/mL) em tamp3o Tris/HC1 10 mM pH 8,5 com 0,5% de Tween-20. Para
minimizar o efeito do espalhamento de luz pelo tampdo, o espectro do tampdo foi
subtraido do espectro da amostra.

As medidas de CD e Fluorescéncia foram realizadas em colaboragdo com a
especialista de laborat6rio Andressa Patricia Alves Pinto. As analises dos respectivos
espectros foram realizadas em colaboragdio com a Prof.* Dra. Leila Beltramini do

Grupo de Biofisica e Espectroscopia do Instituto de Fisica de Sao Carlos - USP.

2.17) - Caracterizacdo da proteina GamC-MBP através de Imunoblotting
Imunoblotting ¢ a técnica usada para identificar antigenos macromoleculares
que reagem com um anticorpo especifico. As proteinas s3o primeiramente separadas
por eletroforese e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Os sitios de
ligagdo da membrana que nio reagiram sio bloqueados para suprimir adsor¢io nio
especifica de anticorpos. As proteinas imobilizadas reagem com o anticorpo
especifico. Apés, o complexo Ag-Ac (antigeno-anticorpo) reage com um segundo
anticorpo (anti-IgG de camundongo) que estd marcado com fosfatase alcalina que
sera visualizada apds o uso de solugdo reveladora (Sambrook and Russell, 2001).

A amostra contendo a proteina de fusio GumC-MBP foi aplicada em gel
SDS-PAGE a 15%. Este gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose. A
membrana foi corada com Ponceau 0,5% ¢ a banda da proteina foi marcada na
membrana. Apés, deixou-a em contato com uma solugdo de leite em po 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-MBP) por 2 horas. Lavou-se a membrana com TBS e colocou-a em

contato com o segundo anticorpo (anti-IgG de camundongo) marcado com fosfatase
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alcalina por mais 2 horas. Lavou-se com TBS novamente. A membrana entio foi
revelada com uma solugdo contendo NTB (nitroblue de tetrazélio) ¢ BCIP (5-
Bromocloroindolil-fosfato) por 10 minutos. Lavou-se com 4gua para interromper a
reagdo.

A figura 2.8 abaixo, mostra como acontece a reagio:

Anticorpo Anti-MBP Anticorpo Anti-IgG

GumC-MBP » > >_—¢(>

\

Fosfatase alcalina

Membrana de nitrocelulose

Figura 2.8 — Esquema de interagio Antigeno-Anticorpo.

Os reagentes utilizados nessa técnica estfio descritos abaixo:
1 — Tampéo de transferéncia: Tris-base 48 mM
Glicina 39 mM
SDS  0,035% (m/v)
800 mL de agua destilada € 200 mL de metanol
Correr a 150 V por § horas.
2 — TBS (Tris buffered saline): NaCl 1,5M
Tris/HC1 0,5 M
1000 mL de agua destilada (10 vezes
concentrado)

Acertar pH para 8,0.
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3 — Tamp@o AP (alkaline phosfatase): Tris/HCl 100 m M
NaCl 100 mM
MgCl2 5 mM
Agua destilada 250 mL

Acertar o pH para 9,5.

4 — Soluqﬁo'Reveladora: 1 comprimido do reagente Sigma Fast BCIP/NBT
(Sigma) contendo NBT(nitroblue de tetrazélio) e BCIP (5-Bromo-4 cloro-3 indolil-
fosfato) dissolvido em 10 mL de tamp3o AP.

5 — Solugdo de Bloqueio: 2,5 g de leite molico desnatado em 50 mL de TBS
[1x].
8 — Corante Ponceau: 0,5% de Ponceau em acido acético 0,1%.

9 — Solugido descorante: acido acético a 1%.

2.18) - Producdio de anticorpos anti-GumC-MBP em camundongos

A produgdo de anticorpos anti-GumC-MBP foi feita de acordo com a
literatura (Sambrook and Russell., 2001). Trés camundongos foram utilizados na
produgdo do anticorpo. Este experimento foi realizado em colabora¢do com a Prof.®
Dra. Heloisa S. Selistre de Aratijo, do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da

Universidade Federal de Sdo Carlos.
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ENZIMA GUMD

Neste capitulo serdo descritos os resultados e discussdes dos experimentos de
expressdo, purificagdo e caracterizagdo realizados com a enzima GumbD, cujo gene

foi subclonado nos vetores pMAL-c2x e pKK223-3.

3.1) - Experimentos de Expressdo e Solubilidade da proteina GumD no vetor

pMAL-c2X

O gene gumD foi inserido no polylinker do vetor pMAL de forma a fazer
fusdo com o gene malE, que codifica a proteina que liga maltose (MBP), resultando
na expressdo de uma proteina de fusdo MBP.

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

e utilizagdo do forte promotor indutivel tac e o sinal de inicializa¢fio translacional
malE para dar um alto nivel de expressdo do gene clonado;

e expressdo da protefna 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 seqiiéncia que codifica os 4 aminoéacidos que

constituem o sitio de reconhecimento da protease Fator-Xa. A presenca deste sitio

permite que a proteina de interesse seja separada da MBP apés a purificagiio da

proteina de fusdo. O Fator-Xa cliva apds a Arginina na seqiiéncia Ile-Glu-Gly-Arg.
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C¢lulas da cepa de E. coli DHS5a. foram transformadas com o DNA plasmidial
(gumD-pMAL-c2x). Foi realizado um primeiro teste de expressdo de acordo com
instrugdes do manual do vetor pMAL (pMAL Protein Fusion and Purification
System) utilizando IPTG na concentragdo final 0,6mM a 37°C por 4 horas ¢ teste de
solubilidade onde as células foram lisadas pela técnica do congelamento-
descongelamento.

A figura 3.1 mostra um gel de eletroforese onde estes experimentos foram
avaliados. Foi observada a expressdo da proteina de fusio GumD-MBP, com massa
molecular estimada em 98 kDa. Em relagio a lise celular, observou-se uma maior

quantidade de proteina de fusdo no “pellet” em relagiio ao sobrenadante.

96kDa

66kDa
45kDa

¢ 30kDa

§ 20kDa

Figura 3.1- Etapas de expressdo ¢ solubilidade da proteina de fusio GumD-MBP analisadas em gel
SDS-PAGE a 15%. Coluna 1: cultura de células apos indug@o e lise celular (sobrenadante). Coluna 2:
cultura de células ap6s indugio e lise celular (“pellet”). Coluna 3: culturas de células antes da indugdo
(to). Coluna 4: padrio de massa molecular (kDa).

Na tentativa de melhorar a expressdo, foram realizados novos experimentos
modificando a concentragio de IPTG, onde a cultura de células foi induzida com 0,3,
0,5 ¢ 0,6mM de IPTG. Aliquotas foram retiradas antes da indug3o, to, 2hs apds

indugio, t; e 4hs apos indugdo, 4, para analise em gel SDS-PAGE.
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Atraves da analise de gel, observou-se que o nivel de expressio é o mesmo
quando se usa 0,3, 0,5 ou 0,6 mM de IPTG. A partir destes resultados os
experimentos de expressdo foram realizados com 0,3mM IPTG.

Devido grande parte da proteina de fusdo GumD-MBP permanecer no
“pellet” ap6s lise celular, novas tentativas de expressdio foram realizadas. Os
experimentos de eXpressﬁo tiveram duas variantes como, temperatura ( 20 e 37°C) e
tempo de induc@io dependente da temperatura, 37°C (2, 4 € 6 hs) e 20°C (20hs).
Analisando o gel SDS-PAGE observou-se que a insolubilidade permanece a mesma.

Também tentou-se transformar o DNA plasmidial em células de E. coli BL21

(DE3) para verificar aumento de expressio, porém isso n3o ocorreu.

3.2) - Experimento de Purifica¢cio da GumD-MBP

Apesar de observar pouca proteina solivel no sobrenadante, testes de
purificagdo com o sobrenadante foram iniciados, com a enzima expressa utilizando
0,3mM de IPTG na indugdo por 4 horas a 37°C. Apés a indugdio a cultura foi
centrifugada e o “pellet” ressuspendido em 25mL de tampdo de coluna ou tampéo de
lise e foi lisado pela técnica de congelamento e descongelamento. Apds a
centrifugagdo o sobrenadante do lisado foi diluido cinco vezes com o tampZo de lise
e foi aplicado em coluna de amilose. Ap6s a lavagem da coluna com o mesmo
tampdo de lise, a proteina de fusdo foi eluida com 10 mM de maltose.

A figura 3.2 mostra o perfil da coluna de amilose, onde o primeiro “pico”
representa a elui¢do das proteinas que ndo se ligaram a resina € o segundo pico a
eluigdo da proteina de fusio GumD-MBP apés aplicagio de tampéo de coluna com

10 mM de maltose.
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209 GumD-MBP
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Figura 3.2 — Perfil cromatografico da coluna de amilose: purificagio da proteina de fusio GumD-
MBP.

A andlise do gel SDS-PAGE a 10% (figura 3.3), mostra baixo rendimento da
proteina de fusdo, eluida da coluna de amilose. Um fato importante a ser observado é
que a proteina MBP da propria bactéria E.coli (massa molecular de
aproximadamente 42.000), compete com a proteina de fusdo pelos sitios de ligagio
da resina de amilose, diminuindo a eficiéncia desta etapa de purificagio da proteina
de fusdo, além de outras proteinas da bactéria também se ligarem a resina.

Testes de clivagem com o Factor-Xa nfio foram realizados para a proteina de
fusdo GumD-MBP em virtude da amostra eluida da coluna amilose conter pouca

quantidade da proteina.
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Figura 3.3- Etapa da purificagdo parcial da proteina de fusio GumD-MBP analisada em gel SDS-
PAGE a 10%. Coluna 1: padrio de massa molecular. Coluna 2: cultura de células apos indugdo e apds
lise celular (sobrenadante ou pré-coluna). Coluna 10: fragio da coluna de amilose ap0s aplicagio da
amostra. Colunas de 3 a 9: fragdes da coluna de amilose apés eluigio do tamp3o de coluna mais
10mM de maltose.

Tendo em vista a baixa solubilidade e expressio e conseqiiente baixo
rendimento da proteina GumD-MBP, optou-se em fazer uma subclonagem do gene

gumD em outro vetor de expressdo. O vetor escolhido para subclonagem do gene

gumD foi o pKK223-3.

3.3) - Subclonagem do gene gumD no vetor de clonagem pCR4-TOPO

O experimento de clonagem do gene foi realizado seguindo a estratégia que &
a de amplificar o DNA através da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction)
partindo dos “primers" desenhados para cada gene e utilizando-se a enzima Taq DNA
polimerase (item 2.4.1). Esta enzima adiciona 3 Adeninas nos dois lados da fita de
DNA o que permite que este DNA seja ligado ao vetor pCR4 TOPO (Invitrogen),
que apresenta 3 timinas na extremidade 3’, facilitando a confirmagéo dos sitios de

restri¢do do inserto. Experimentos de clonagem utilizando-se diretamente o produto
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de PCR, sem a subclonagem no vetor pCR4-TOPO foram realizados, porém, em
nenhum caso o resultado foi positivo.

Conseguiu-se 6 clones desta ligagdo (fig. 3.4) e entfio, ap6s a escolha de um
clone partiu-se para a digestdo do gene gumD utilizando as enzimas de restrigio
EcoRI e Hindlll. Observa-se na figura 3.4 o gene gumD (1495pb) e o vetor pCR4-

TOPO (4584pb) apés digestdo com as enzimas de restrigio.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14

45R4nh

N

1495pb

l

"
L™
-
-
-
-
o
f
ol

Figura 3.4 — Clones do gene gumD no vetor de clonagem TOPO-TA analisados em gel de agarose a
0,8%. Colunas 1 e 10: marcador de massa molecular. Colunas 2, 4, 6, 8, 11 ¢ 13: clones 1,2, 3,4, 5 e
6 (gumD-pCR4-TOPO), respectivamente. Colunas 3, 5,7, 9, 12 e 14: Clones 1, 2, 3,4, 5¢ 6 (gumD-
pCR4-TOPO), respectivamente, digeridos com as enzimas de restrigio EcoRI e HindIlL

O vetor de expressio pKK223-3 também foi tratado com as mesmas
enzimas. A ligagdo do gene com o vetor de expressdo foi realizada e conseguiu-se a
inser¢do destes em células DH5a. O sucesso da ligagdo do vetor de expressdo ao
gene gumD foi checado através da digestdo do plasmideo recombinante utilizando as
enzimas de restricdo usadas anteriomente. O produto desta digestdio foi analisado
atraves de gel de agarose 0,8%, onde observou-se o gene gumD, que apresenta

aproximadamente 1495pb (fig.3.5).
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4000pb

gumD —»

Figura 3.5 - DNA plasmidial (gumD-pKK223-3) antes € apés a clivagem com as enzimas de
restri¢do, analisado em gel de agarose 0,8%. Coluna 1: DNA plasmidial do clone gumD-pKK223-3
antes da clivagem. Coluna 2: clone gumD-pKK223-3 digerido com as enzimas de restri¢io EcoRI e
Hindlll. Coluna 3: marcador de massa molecular.

3.4) — Expressdo da GumbD (Glicosiltransferase I)

A expressdo da enzima GumD (cujo gene foi clonado no vetor pKK223-3) foi
testada variando-se as cepas de E. coli DH5a e BL21 (DE3), concentragio de IPTG,
temperatura e tempo de indugdio. Observou-se uma maior expressio da proteina
GumD (massa molecular calculada em 56kDa) utilizando as bactérias de expresso
E. coli BL21 (DE3). Através da analise de géis SDS-PAGE, observou-se que ocorre
uma maior indugio a medida em que aumentamos a concentragio de IPTG
(temperatura de 20°C) e o tempo de indugfo, porém aumenta também a quantidade
de proteina recombinante em corpo de inclusio. Assim, escolheu-se trabalhar com
uma concentra¢éo de 1mM de IPTG, a temperatura de 20°C e com tempo de indugéo

de 10 horas (fig.3.6).
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Figura 3.6 — Teste de expressdo da proteina GumD em células BL21 (DE3) induzidas com IPTG a
1mM (20°C), analisado em gel SDS-PAGE a 15%. Coluna 1: cultura de células, sobrenadante, apés
10 horas de indugio. Colunas 2 ¢ 7: cultura de células antes da indugdo. Coluna 3: cultura de células,
“pellet”, ap6s 10 horas de indugdo com IPTG. Coluna 4: proteina triptofanase usada como padr3o.
Coluna S: padrio de massa molecular. Colunas 6 ¢ 8: cultura de células, sobrenadante e “pellet”,
respectivamente, 20 horas apds a indug@o. Coluna 9 ¢ 10: cultura de células, sobrenadante e “pellet”,
respectivamente, 30 horas apds a indugo.

3.5) — Solubilidade da GumD

A lise das células foi testada por trés técnicas diferentes: congelamento e
descongelamento, congelamento e descongelamento com adigdo de lisozima seguido
de sonicagdo e sonicagio somente. A figura 3.7 mostra a lise das células comparando
os diferentes protocolos.

Observou-se uma maior solubilidade da proteina GumD quando utilizou-se a
técnica do congelamento e descongelamento com adigo de lisozima seguida de
sonicagdo. Porém, decidiu-se utilizar somente a técnica da sonicagfo para poupar a
proteina de muitos choques bruscos que poderiam provocar alguma alteracio no seu

enovelamento.
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Figura 3.7 ~Teste de solubilidade da enzima Glicosiltransferasel analisado em gel SDS-PAGE a 15%.
Colunas 1 e 2: cultura de células lisadas pela técnica do congelamento e descongelamento,
sobrenadante e “pellet”, respectivamente. Colunas 3 e 6: cultura de células antes da indugdo. Colunas
4 ¢ 5: cultura de células lisadas pela técnica do congelamento e descongelamento com adigdo de
lisozima seguida de sonicagdo, sobrenadante e “pellet”, respectivamente. Coluna 7: padrio de massa
molecular. Colunas 8 ¢ 9: cultura de células lisadas pela técnica da sonicagdo, sobrenadante e “pellet”
respectivamente.

]

3.6) - Teste de Purificacio da GumD

Apds estabelecidos os protocolos de expressdo e lise celular partiu-se para a
etapa de purificagdo da enzima GumD.

A estratégia utilizada no estabelecimento dos protocolos de purificagio foi a
utilizagdo de um “kit” com sete tipos de colunas de troca iénica. O experimento foi
realizado utilizando dois tampdes de pH diferentes: Tris/HCl 50 mM pH 8,5 com
0,5% Tween-20 e Citrato de Sédio 100 mM pH 6,0 com 0,5% Tween-20.

Fez-se preparagdes de cultura lisada de células a partir de 250 mL de meio
LB, ressuspendidas cada uma em 13 mL do tamp3o. Aplicou-se 1 mL do lisado em
cada coluna. Observou-se interagdo da proteina glicosiltransferase I com colunas de
troca anidnica: DEAE sepharose Fast Flow, Q sepharose Fast Flow, Q XL ¢ ANX
sepharose em pH 8,5. Em pH 6,0 a enzima interagiu com as colunas de troca
catidnica CM e SP Sepharose Fast Flow ¢ SP XL. Resolveu-se utilizar o tampo

Tris/HCI pH 8,5 por este estar mais proximo ao pH fisioldgico. A coluna de troca
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anidnica DEAE Sepharose Fast Flow foi a escolhida para trabalhar em larga escala

devido as outras proteinas contaminantes ligarem-se mais fracamente a essa resina.

3.7) - Purificaciio em larga escala da enzima GumbD

A purificagdo da proteina em larga escala foi feita a partir de S00mL de meio
de cultura que foi induzida com 1 mM de IPTG por 10 horas a 20°C. Apds, a cultura
foi centrifugada e o “pellet” ressuspendido em 25 mL de tamp@o. A lise celular foi
feita por sonicagdo € o lisado foi centrifugado. O sobrenadante foi diluido para 50mL
com tampdo de coluna, filtrado em membrana Milli-Pore e aplicado em coluna
cromatografica DEAE Sepharose Fast Flow.

A andlise em gel SDS-PAGE a 15% mostrou duas bandas muito préximas
com massa molecular de aproximadamente 56 kDa (massa molecular tedrica da
proteina GumbD).

As fragdes contendo majoritariamente as duas proteinas foram dialisadas
contra tampdo Tris/HC1 50 mM pH 8,5 contendo 0,5% Tween-20 ¢ 100 mM de NaCl
¢ concentradas em centriprep-50 de 20 até 2 mL e entdo aplicadas em coluna de
filtrag@o a gel Superdex-200.

Apds analise em gel SDS-PAGE a 15% juntou-se as fragbes contendo a
proteina de massa molecular proxima a esperada para GumD, dialisou-as contra
tampdo Tris/HC1 50 mM pH 8,5 contendo 0,5% Tween-20 e concentrou-as até 2 mL.
O concentrado foi aplicado em uma outra coluna de cromatografica de troca anidnica
(Mono-Q).

O rendimento da proteina GumbD purificada é de 1,5mg por 0,5L de cultura de

células.
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Pelo gel SDS-PAGE a 15% mostrado na figura 3.8 pode-se acompanhar o

processo de purificagdio da enzima GumD nas trés colunas utilizadas.

Figura 3.8 — Etapas da purificagdo da enzima GumbD analisada em gel SDS-PAGE a 15%. Coluna 1:
padrdo de massa molecular. Coluna 2: Cultura de células antes da indugio. Coluna 3: Cultura de
células apos indugdo e lise celular (“pellet”). Coluna 4: Sobrenadante do lisado antes da aplicagio na
coluna DEAE Fast Flow. Coluna 5: “pool” das fragdes contendo a enzima GumbD antes da aplicagio
na coluna Superdex-200. Coluna 6: “pool” das fragdes Pré Mono-Q. Coluna 7: fragio eluida da
coluna MonoQ.

3.8) — Caracterizagido da Proteina GumD

A enzima GumD foi expressa de forma soluvel e um protocolo de purificagio
foi estabelecido, como descrito no item 2.11. A partir da obteng#io da proteina pura
foram realizados experimentos para caracteriza-la como sequenciamento de
aminodcidos N-terminal, determinagfio do pl e da massa molecular. A proteina

GumbD também foi caracterizada quanto ao seu enovelamento.

3.8.1) — Sequenciamento do gene gumD
O gene gumD clonado nos vetores pCR4-TOPO, pMAL-c2x e pKK?223-3 foi
sequenciado pelo método de Sanger utilizando o equipamento ABI-Prism 377

(Perkin Elmer) pela especialista de laboratério Susana Andréa Sculaccio. Para o
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sequenciamento do gene gumD (1495pb) clonado no vetor pCR4-TOPO foram
utilizados os “primers” 5’ (T7) ¢ 3° (PRSET), para o vetor pMALc-2x foi utilizado o
“primer” 5’(malE primer) e para o gene gumD no vetor pKK223-3 foram utilizados
os “primers” 5° (pKK223-3 forward) e 3 (pKK223-3 reverse). As seqiiéncias
obtidas, foram verificadas utilizando o programa Chromas e alinhadas utilizando o
programa Seqman (DNAStar) ( Lasergene Sequence Analysis Software — DNAStar,
2001). Uma seqiiéncia consenso foi obtida a partir das seqiiéncias alinhadas (fig.3.9 e
3.10). Na figura 3.9 ¢ mostrada a estratégia utilizada para o alinhamento das
seqiiéncias obtidas através do sequenciamento de DNA. Esta estratégia permitiu a
leitura de cada posigdo por pelo menos duas reagdes de sequenciamento

independentes, aumentando a confiabilidade da seqiiéncia consenso obtida.

2?0 4?0 6<IJ0 E(I)O 10[00 12100 14100 16]00

Coverage

Contig 1

t
26 "CELINA GDTOPC T7.Seq(9>845) p—
26 CELINA GDTOPO T7(28>656) b
12 CELINA GUMD PMAL.Seq(27-780)
12°CELINA GUMD PMAL{47>718) b
28 CELINA GDPKK PKK233F.Seq(12>881) | >

28 CELINA GDPKK PKK233F{33>709) — >
27°CELINA GUMD2 pKK223 F.Seq(51>915) — >

27°CELINA GUMD2 DKK223 F(68>622) t >

29°CELINA GDPKK PKK233R{50>865)
27°CELINA GDTOPO PRSET(20>666)
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~
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29°CELINA GDPKK PKK233R.Seq{15-918) €

27 °CELINA GDTOPO PRSET.Seq(10>903) ¢

Figura 3.9 — Estratégia do alinhamento das extremidades 5’e 3> do gene gumD nos vetores pMALc-

2x, pCR4-TOPO e pKK223-3 produzido pelo programa SeqMan. Os alinhamentos indicados pela seta —»
(sentido esquerda para direita) representam os alinhamentos das extremidades 5° e os alinhamentos
indicados pela seta «— (sentido direita para esquerda) representam os alinhamentos das

extremidades 3°.

A seqii€ncia consenso obtida apds o alinhamento das seqiiéncias foi traduzida
¢ submetida a uma busca por identidade utilizando o banco de dados BLAST
(National Center for Biotechnology Information — NCBI). O resultado apresentou
100% de identidade com a enzima GumD da bactéria Xylella fastidiosa depositada
no banco de dados. A figura 3.10 mostra a seqiiéncia de nucleotideos do gene gumD

¢ a seqiiéncia de aminoacidos deduzida a partir dela.
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Figura 3.10 — Seqiiéncia de nucleotideos do gene gumD e sua tradugfio em aminoacidos. O cédon
iniciador esti marcado em verde.
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Comparando-se o alinhamento das seqiiéncias obtidas do gene gumD clonado
nos 3 diferentes vetores, observou-se no gene gumD clonado no vetor pPMALc-2x
uma mutag@o pontual e silenciosa (A12T). Esta mutagiio nio foi observada nas outras
construgdes (gumD-CR4-TOPO e pKK223-3).

Por estes alinhamentos conclui-se que o gene gumD encontra-se em fase na

construgdo gumD-CR4-TOPO, gumD-pMAL-c2x e gumD-pKK?223-3.

3.8.2) — Caracterizagiio da proteina GumD através do sequenciamento da regido
N-terminal

O resultado do sequenciamento indicou a seqiiéncia de 4 aminoacidos (-
LLAD) corrrespondente ao N-terminal da enzima GumD. A metionina inicial niio foi
detectada porém este resultado nfo é inesperado uma vez que a E. coli apresenta
enzimas especificas que clivam a metionina inicial das proteinas expressas quando o
segundo residuo ndo ¢ muito grande (Lohmann et al, 2001). Devido a amostra
utilizada para a andlise conter uma pequena quantidade da proteina (banda muito

fina), ndo foi possivel detectar uma quantidade maior de residuos de aminoacidos.

3.8.3) — Determinacéo do ponto Isoelétrico (pI) da enzima GumD

Para o experimento de focalizagdo isoelétrica foi utilizado 4 pL de uma
aliquota contendo a proteina GumD numa concentragio de 3 mg/mL. Foi usado neste
experimento o Phast Gel com intervalos de pH de 3 a 9. A figura 3.11 apresenta o

resultado da focalizagdo isoelétrica da proteina GumD ( pogo 2).
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. 4——— GumD

Figura 3.11- Focalizagdo isoelétrica da enzima GumD obtida pelo sistema PhastSystem. Coluna 01:
padréo de pl. Coluna 02: pI referente a GumbD.

Apo6s as medidas de distancia dos padrdes de pI em relagio a um ponto fixo
do catodo, foi possivel, utilizando-se o programa Origin 5.0, tragar o gréfico
mostrado na figura 3.12. A equag3o que descreve o comportamento apresentado pela
curva ¢ Log pH = 0,99 - 0,009 x D (distancia do ctodo).

A proteina GumD foi aplicada proximo a regidio superior ao gel (regido do
catodo) e observou-se que a proteina migrou a uma distancia de 17,3 mm em relagdo
ao ponto fixo (distancia do catodo). Aplicando-se este valor a equagio da reta Log
pH = 0,99 — 0,009 x D (distancia do c4todo), temos que o pI experimental da GumD

€ 6,83.
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Figura 3.12 — Grafico de regressdo linear com o eixo y sendo Log pH ¢ eixo x distancia do catodo
(mm).

Utilizou-se o programa ExPASy (http://www.expasy.ch) para determinar

o valor do pI tedrico. O programa calculou um pl para a GumD de 10,10. E
importante ressaltar que para calcular o pl tedrico é levado em conta a cadeia
polipeptidica linear, ou seja, € feita a soma das cargas liquidas de todas as cadeias
laterais dos aminoacidos e residuos da regifio carboxi- e amino-terminal. Em solugio,
as proteinas apresentam um determinado enovelamento onde as interagdes entre os
residuos podem afetar a carga liquida da molécula levando a valores de pl diferentes
dos valores calculados.

Antes mesmo da determinagfo do valor experimental do pl j4 havia evidéncia
para o pl da proteina GumD apresentar-se abaixo de 8,5 pois neste pH a proteina
encontra-se carregada negativamente € em pH 6,0 carregada positivamente. Este fato
foi observado nos testes de purificagdo da GumD quando o “kit” com as 7 resinas
i6nicas foi testado em 2 tampdes de diferentes pH (Tris/HC1 50 mM pHS,5 e Citrato

de sddio 100 mM pH 6,0, ambos contendo Tween-20).

Ay




Capitulo 3 — Resultados e Discussio Estudos da Enzima GumD

3.8.4) — Determinagiio da Massa Molecular da enzima GumD

A analise tedrica da massa molecular da enzima GumD através do programa
ExPASy revelou um mondémero de 56 kDa. O resultado da eletroforese em gel SDS-
PAGE a 15% (figura 3.8) mostrou a presenca de uma banda de expressdo com massa
molecular aparente de 56 kDa.

Para verificagio da massa molecular da enzima GumD em relagdo a sua
estrutura quaternaria, aplicou-se uma pequena quantidade da enzima, na
concentragdo de 1 mg/mL, em coluna de gel filtragio Superdex-200.

Utilizou-se 3 padrdes de massa molecular: Thiriomioglobulina (669 kDa),
Ferritina (440 kDa) e Aldolase (158 kDa), os quais foram aplicados em outra
preparagdo respeitando as mesmas condi¢des estabelecidas para a aplicagdo da
proteina GumD. A figura 3.13 mostra o perfil cromatografico da enzima GumD
sobreposto ao perfil dos padrdes de massa molecular.

Abaixo, segue a tabela mostrando os padrdes de massa molecular e seus

respectivos volumes de eluigio:

Padrdes de Massa Molecular MW em kDa Volume de Eluig3o (mL) Log MW
Thirioglobulina 669 8,896 2,8254
Ferritina 440 10,061 2,6434
Aldolase 158 12,35 2,1986

Tabela 3.1 — Padrbes de massa molecular.
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Figura 3.13 — Perfis cromatograficos da enzima GumD em vermelho e dos padrdes de massa
molecular em preto. A seta em vermelho mostra o pico referente a elui¢do da enzima GumbD.

Utilizando-se os volumes de eluigdo dos padrdes e o Log WM construiu-se

um grafico de regressdo linear mostrado na figura 3.14. A equacdo Log = 4,4681 —

0,18326 x Ve, descreve a equagio da reta apresentada.

2,9 Y=A+B*X
.
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| - B -0,18326 0,0095
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Figura 3.14 - Curva de calibraggo da coluna de gel filtragdo Superdex-200, utilizando proteinas com

massas moleculares conhecidas.
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O volume de eluigdo da proteina GumbD foi de 11,921 mL e este valor foi
aplicado na equagdo da reta, apresentando uma massa molecular de 192 kDa, Assim,
sabendo-se que a massa molecular teérica do mondmero é 56 kDa, a enzima GumD
provavelmente apresenta-se em solugfio na forma de um trimero.

A mesma amostra da enzima GumD utilizada para determinagdo da massa
molecular em coluna de filtragdo a gel foi analisada por espalhamento de luz (light
scattering) e néio apresentou nenhuma agregacio ou precipitado. Porém a informag3o
referente a massa molecular que pode ser observada por esta técnica ndo foi obtida
com precisdo devido a presenga de bolhas do detergente Tween-20 atrapalhar a

analise dos resultados.

3.8.5) ~ Analise da proteina GumD quanto ao seu enovelamento por Dicroismo
Circular

Devido a falta de um ensaio enzimatico para a enzima GumbD, necesséario
para verificagdo da sua atividade e conseqiiente caracterizagdo quanto ao seu
enovelamento, utilizou-se outra técnica para a obtencéo 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 GumD devido a sua sensibilidade em distinguir a presenga € a por¢io de
elementos de estrutura secundéria de proteinas.

Para este experimento foi utilizado uma aliquota de 500 puL a 0,23 mg/mL da
proteina GumD apds sua purificagio em coluna de troca anidnica MonoQ. A proteina
foi dialisada contra Tris/HCl 10 mM pHS8,5 com 0,5% de Tween-20 para retirada do

sal NaCl eluido da cromatografia de troca anidnica. Um total de 8 varreduras, na
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faixa de comprimentos de onda de 195 a 250 nm, foram tomadas para a construgio
de uma curva média.

A figura 3.15 mostra o espectro de CD da GumbD, onde este apresenta um
maximo positivo em 195,54 nm e dois minimos negativos localizados em 2093 ¢
220,7 nm respectivamente. Este espectro ¢ caracteristico de moléculas cuja estrutura
secundaria ¢ predominante de a-hélices, e ilustra que a proteina encontra-se

enovelada, muito provavelmente na sua forma “nativa”.
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Figura 3.15 ~ Espectro de dicroismo circular da enzima GumD com varredura de 195 a 250 nm.

Esse resultado foi entdo utilizado para o calculo de desconvolugdio da curva
media, para curvas equivalentes as proporgdes relativas a cada um dos elementos de
estrutura secundaria presentes. Para este calculo foi utilizado o programa Self
Consistent (SELCON-3) e o resultado da desconvolugdo pode ser observado na

tabela 3.2.
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Porgoes de estruturas secundarias Fragoes (%)
a-hélice (Hr + Hd) 353
Folhas-B [S(r) + s(d)] 11,4
Turns 23,6
Elementos de estrutura nfio ordenada 32,0

Tabela 3.2 — Resultados de desconvolugio do espectro de CD da enzima GumD.

A desconvolugdo baseada no espectro de CD da enzima GumD apresentou
um RMS (desvio quadritico médio) de 8%, que poderia estar relacionado com o fato
da amostra ndo estar homogénea. Na figura 3.8 observa-se contaminantes que
correspondem a menos que 10%, porém, podem estar interferindo na decomposicio
deste espectro. No entanto, observa-se que o resultado de composi¢do de estruturas
secundarias € bastante proximo do obtido através de célculo tedrico utilizando-se o
programa Gor IV (Garnier, J., 1996) ( tabela 3.3). Somando-se o niimero de hélices
(Hr + Hd) obtido na desconvolugdo (35,3%) pode-se considerar proéximo ao ndmero

de helices obtido por calculo tedrico (37,4%).

Porg¢des de estruturas secundarias Fragdes (%)
a-hélice 37,4
Folhas-f 21,49
Elementos de estrutura nfio ordenada 41,12

Tabela 3.3 - Resultados de predi¢do de estruturas secundarias da enzima GumbD usando o programa
Gor.

3.8.6) — Analise de Fluorescéncia da proteina GumD
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Para a complementacio da caracterizagdio da enzima GumD quanto a sua
forma nativa, foi realizado um experimento de fluorescéncia, onde observa-se a
emissio de fluorescéncia do aminoacido triptofano quando excitado no comprimento
de onda de 290nm.

Para esse experimento foi utilizado uma aliquota de 500 pL a 0,06 mg/mL da
proteina GumD apés sua purificagdo em coluna de troca anibnica MonoQ. A proteina
foi dialisada contra Tris/HCI 10 mM pHS,5 com 0,5% de Tween-20 para retirada do
sal NaCl eluido da cromatografia de troca anidnica. O comprimento de onda de
excitagdo foi 290 nm e a emiss3o monitorada de 295 a 450 nm. A emiss30 maxima
do triptofano foi em 330 nm, e este valor indica que os residuos de triptofano nio
estdo expostos em solugio, ou seja, é um indicio de que a proteina estd na sua forma

nativa. A figura 3.16 mostra o espectro de fluorescéncia da proteina GumD.

Gum D, d0280=0,07, max. emissdo 330nm]
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Figura 3.16 - Espectro de fluorescéncia da enzima GumD, mostrando emissio maxima do triptofano
em 330 nm.

3.9) - Resumo dos resultados dos estudos realizados com a enzima GumD

Os resultados experimentais obtidos nos levaram a concluir que:
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" A proteina de fusdo GumD-MBP ¢ expressa em pouca quantidade e permanece
insolavel;

* Tentativas para melhorar sua expressio foram realizadas variando-se a
concentragdo de IPTG e a temperatura de indugio, porém nio se observou
melhora na expressio;

» Transformou-se o DNA plasmidial (GumD-pMALc2x) em células de E. coli
BL21 (DE3) e fez-se testes de express3o, porém nenhuma methora na expressio
da proteina de fusio GumD-MBP foi obtida;

* O gene gumD foi subclonado no vetor de expressio pKK223-3 e pequena fragio
da enzima GumD foi expressa de forma solivel ;

* Experimentos para aumentar a expressdo da proteina GumD foram realizados e
observou-se uma melhor expressio quando esta é induzida com 1mM de IPTG a
20°C por 10horas;

* Ap6s a utilizagdio de trés colunas cromatograficas: DEAE Fast Flow, Superdex-
200 e Mono-Q conseguiu-se purificar a proteina GumbD.

" Aenzima recombinante GumD foi caracterizada através da anélise seqiiencial da
regido N-terminal, quanto a sua massa molecular ¢ pl. Estudos espectrais
indicaram que a enzima ¢ expressa com enovelamento esperado para proteinas

ativas.
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ENZIMA GUMC

Neste capitulo serdo apresentados os resultados de todos os experimentos

desenvolvidos para a expressio, purificagdo e caracterizagio da enzima GumC.

4.1) - Experimentos de Expressdo e Solubilidade da GumC no vetor pMAL-c2X

O gene gumC foi inserido no polylinker do vetor pMAL de forma a fazer
fusdo com o gene malE, que codifica a proteina que liga maltose (MBP), resultando
na expressio de uma proteina de fusdio GumC-MBP.

Foi realizado um teste de expressdo para a proteina de fusio GumC-MBP
contida na cepa de E. coli DH5a, de acordo com instrugdes do manual do vetor
PMAL, utilizando 0,6 mM de IPTG para indugdio por 4 horas a 37°C e teste de
solubilidade onde as células foram lisadas pela técnica de congelamento e
descongelamento seguido de sonicagfio. Observou-se a expressdio da proteina de
fusdio, com massa molecular esperada em 94 kDa. Experimento de lise celular,
mostrou uma maior quantidade de proteina de fusio no “pellet” em relacfio ao
sobrenadante.

Tentou-se expressar a proteina de fusdo GumC-MBP induzindo-a com 0,6
mM a 20°C por 10 horas na tentativa de aumentar a solubilidade desta. Nesse
experimento conseguiu-se aumentar a expressio da proteina de fusdo embora ainda

permanecesse majoritariamente no precipitado.
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Celulas da cepa de E. coli BL21 (DE3) foram transformadas contendo 0 DNA
plasmidial (gumC-pMALc2x) na tentativa de aumentar a solubilidade da proteina de
fusdo GumC-MBP. De fato observou-se um aumento na expressio da proteina de

fusdio, porém ndo aumentou a solubilidade da mesma.

4.2) - Experimento de Purificagio da GumC-MBP e teste de clivagem com o
Factor Xa

Ap0s estabelecido o protocolo de expressdo da proteina de fusdio GumC-MBP
em células de E. coli BL21 (DE3), utilizando o protocolo de inducéo com 0,6 mM de
IPTG por 10 horas a 20°C e lise celular pelo método do congelamento e
descongelamento com adi¢io de lisozima seguido de sonicagfo, um primeiro
experimento de purificagdo da GumC-MBP foi realizado a partir de 500mL de meio
LB. A cultura de células foi centrifugada apés a lise e diluida cinco vezes com o
tampao de lise. A aplicagiio da proteina de fusio GumC-MBP em coluna de amilose
foi semelhante a realizada para a proteina GumD-MBP ¢ o perfil de elui¢do da
GumC-MBP foi semelhante a0 da GumD-MBP, mostrado na figura 3.2 para a
proteina GumD-MBP.

A figura 4.1 de um gel SDS-PAGE a 15% mostra a eluigiio da proteina de

fusdo GumC-MBP.

71



Capitulo 4 — Resultados e Discussio Estudos da Enzima GumC

GumC-MBP

66kDa

45kDa

Figura 4.1 - Purificagdo parcial da proteina de fusdio GumC-MBP na coluna amilose, analisada em gel
SDS-PAGE a 15%. Coluna 01: padrdo de massa molecular. Colunas 02: cultura de células antes da
indugdo. Coluna 03: cultura de células ap6s indugdo e ap6s lise celular ( “pellet”). Colunas 04: cultura
de células ap6s indugdo e apos lise celular (sobrenadante). Colunas 05 e 06: fragGes eluidas da coluna
de amilose contendo a proteina de fusio GumC-MBP.

Pode-se observar que uma grande quantidade da proteina GumC-MBP

permanece insoluvel.

Apos purificagdo em coluna de amilose a amostra contendo a proteina de
fusdo GumC-MBP foi submetida aos experimentos de clivagem com o Factor Xa.
Adicionou-se 0,2 pL. de Factor Xa em 200 puL da amostra de modo que ficasse na
concentragdo 1 Factor Xa : 100 GumC-MBP. Recolheu-se aliquotas apés 2, 17, 24,

49 € 216 horas de clivagem com Factor Xa ( figura 4.2).
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Figura 4.2- Clivagem da proteina de fusio GumC-MBP com Factor X4 (1: 100) analisada em gel de
SDS-PAGE a 10%. Coluna 1: Padrdo de massa molecular: BSA, 66 kDa; Ovalbumina, 45 kDa.
Coluna 2: Cultura de E.coli apos lise, sobrenadante, aplicada na coluna de amilose. Coluna 3: Fragdo
eluida da coluna de amilose. Coluna 4-8: Fragdo eluida da coluna de amilose clivada com Fator Xa
(1:100) durante 2, 17, 24, 49 e 216 horas, respectivamente.

Os experimentos de clivagem se mostraram muito lentos, tendo sido
observada a clivagem parcial da proteina de fuso no periodo de 10 dias de clivagem.

Casos como esses s@o citados no manual do vetor pMAL e um dos motivos
que pode levar a dificuldade na clivagem pelo Factor Xa é o préprio enovelamento
da proteina de fuséo que impede a interagio da protease com o sitio de clivagem da
proteina. O manual sugere adi¢do de pequenas quantidades de detergente que pode
fazer com que esta interagio seja facilitada.

Na tentativa de melhorar a quantidade de proteina clivada e também de
diminuir o tempo necessario de clivagem, realizou-se testes de clivagem na presenca
de SDS em diversas concentragdes (0,003, 0,005 e 0,001%). Os resultados obtidos,
ndo apresentaram nenhuma melhora na clivagem da GumC-MBP.

Devido a baixa solubilidade e conhecimento prévio da alta hidrofobicidade da
GumC (a analise da seqiiéncia da GumC, através de banco de dados, revelou a
presenga de 48% de residuos hidrofébicos), resolveu-se adicionar no tampio de

ressuspensdo do “pellet” (tampdo de lise), 0,5% de detergente Triton X-100, para
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observar se sua solubilidade aumentava. Na figura 4.3 est4 ilustrado o experimento
de expressio da proteina GumC-MBP na presenga do detergente Triton X-100.
Observa-se o aumento da solubilidade ¢ portanto o detergente foi incorporado em

todas as etapas de purificagdo da GumC-MBP.

<+— GumC-MBP

Figura 4.3-Expressio e solubilidade da proteina de fusdo GumC-MBP na presenga de Triton X-100
analisadas em gel SDS-PAGE a 15%. Coluna 1: padrio de massa molecular. Coluna 2: culturas de
células antes da indugdo. Coluna 3: cultura de células apés indugdo e lise celular (“pellet”). Coluna 4:
cultura de células apds indugio e lise celular (sobrenadante).

Experimento de purificagdo, partindo-se de 500mL de meio de cultura, na

presenga de 0,5% do detergente Triton X-100 ao tampdo de lise celular esta ilustrado

na fig. 4.4, 12 03 4 s

96 kDA = <+— GumC-MBP

66 kDa '

45kDa W |

30 kDa u

Uy e

-
20kDa Wy 3 ‘
o T

Figura 4.4 -Purificagdo parcial da proteina de fusio GumC-MBP em coluna de amilose, apos adigio
de 0,5% Triton X-100 no tampao de lise celular, analisada em gel de SDS-PAGE a 15%. Coluna 1:
padrdo de massa molecular. Colunas 2 e 3: cultura de células ap6s indugio e lise celular (“pellet” e
sobrenadante, respectivamente). Coluna 4: fragio eluida na lavagem da coluna de amilose. Colunas 5,
6,7, 8,9 e 10: fracdes eluidas da coluna de amilose durante elui¢io da maltose.
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Uma das fragdes eluidas da coluna de amilose (coluna 10 da fig. 4.4) foi utilizada
para testes de clivagem com Factor Xa na concentrago de 1: 100. Na figura 4.5 esta
ilustrado o experimento de clivagem da proteina de fusio apés 24hs. Observou-se
que com a adi¢dio do detergente Triton X-100 ocorre uma melhora no processo de

digestdo quando comparado com o experimento realizado na auséncia do detergente

(fig. 4.2).
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Figura 4.5 - Teste de clivagem da proteina de fusio GumC-MBP com o Factor Xa (1: 100) na
presenca de 0.5% de Triton X-100, analisado em gel SDS-PAGE a 15%. Coluna 1: padriio de massa
molecular. Coluna 2: cultura de células ap6s indugio (“pellet”). Coluna 3: cultura de células apos
indugdo (sobrenadanete). Coluna 4: aliquota de uma fragio eluida da coluna de amilose. Coluna 5:
aliquota de uma fragéo contendo a proteina GumC-MBP apés 24hs de clivagem com o factor- Xa.

A caracterizago da proteina GumC-MBP foi feita através de Imunoblotting.
Uma das fragdes eluidas da coluna de amilose foi eletrotransferida para membrana de
nitrocelulose ¢ corada com Ponceau. A membrana foi entio incubada com o
anticorpo anti-MBP durante 2hs. A membrana foi lavada com TBS e incubada por
mais duas horas com o anticorpo anti-IgG de camundongo. Apds essa incubacio a

membrana foi revelada com solug@io de NBT/BCIP (conforme item 2.17).
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A figura 4.6 mostra a reagdo do antigeno (GumC-MBP) com o anticorpo

(anti-MBP).
1 2
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Figura 4.6 — Membrana de nitrocelulose mostrando a reagio do antigeno GumC-MBP com o
anticorpo anti-MBP. Coluna 1: reagio GumC-MBP-Anti-MBP. Coluna 2: Padrio de massa molecular.

Observou-se (figura 4.4) que as fragdes eluidas da coluna de amilose,
contendo a fusio GumC-MBP, nio estavam totalmente puras. Portanto, outras
colunas cromatograficas estdo sendo utilizadas para melhorar a purificacio da
proteina em fusio. Paralelamente, experimentos de subclonagem do gene gumC (que

codifica a proteina GumC) no vetor de expressio pET29a comegaram a ser

realizados.

4.3) - Subclonagem do gene gumC no vetor de clonagem pGEM-T

A subclonagem do gene GumC no vetor pET29a diretamente com o DNA
produzido através da PCR n#o foi positiva. Portanto, o gene GumC foi subclonado
no vetor de clonagem pGEM-T para melhor controle da digestdo com as enzimas de
restri¢do.

O experimento de clonagem do gene gumC também foi realizado seguindo a
estratégia que € a de amplificar o DNA através da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) partindo dos ‘primers’ desenhados para cada gene e utilizando-se a enzima

Taq DNA polimerase.
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O DNA plasmidial GumC-pGEM-T foi clivado com as enzimas de restri¢io
Hindlll e Ndel e o vetor de expressio pET29a foi linearizado com as mesmas
enzimas de restri¢do. Apos a ligagdo do inserto gumC no vetor pET29a, o produto foi
utilizado para transformagdio em células da cepa de E coli DHS5a. O DNA
plasmidial extraido das col6nias foi digerido com as enzimas de restriciio Hindlll e
Ndel. A figura 4.7 mostra o gel de agarose 0,8% com o gene gumC e o vetor

pET29a digeridos pelas enzimas HindlIIl e Ndel.

PET29a (5300pb)

GumC (1440pb)

Figura 4.7 - Gene gumC ¢ o vetor pET29a digeridos com as enzimas Hindlll e Ndel, analisados em
gel de agarose a 0.8%.

4.4) —Caracterizacio do gene gumC

O inserto gumC clonado nos vetores de expressio pMAL-c2x e pET29a foi
sequenciado pelo método de Sanger utilizando o equipamento ABI-Prism 377
(Perkin Elmer). Para o sequenciamento do gene gumC (1440pb), no vetor pMALc-
2x foi utilizado o “primer” 5’(malE primer) ¢ para o gene gumC no vetor pET29a
foram utilizados os “primers” 5’ (T7) e 3’( pET SP6). As seqiiéncias obtidas foram
alinhadas utilizando o programa SeqMan (DNAStar), onde uma sequéncia consenso

foi obtida. A estratégia utilizada para o alinhamento é mostrada na figura 4.8.

7
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Figura 4.8 — Estratégia de alinhamento das extremidades 5’ € 3’ do gene gumC nos vetores pMALc-
2x e pET29a produzido pelo programa SeqMan. Os alinhamentos indicados pela seta —» (sentido
esquerda para direita) representam os alinhamentos das extremidades 5° € os alinhamentos indicados
pela seta «— (sentido direita para esquerda) representam os alinhamentos das extremidades 3’.

Apds, a seqiiéncia consenso (1440pb) obtida pelo alinhamento foi traduzida e

submetida a busca por identidade sequencial através do BLAST, o que mostrou

100% de identidade com a enzima GumC da X. fastidiosa.

Por estes alinhamentos conclue-se que o gene gumC encontra-se em fase na

constru¢do gumC-pMAL-c2x e gumC-pET29a.

4.5) — Expressio da proteina GumC no vetor pET29a

Apoés transformagdo da cepa de E. coli BL21 (DE3) contendo o DNA

plasmidial (gumC-pET29a), testes de expressdo foram realizados tendo variantes

como: concentragdo de IPTG, temperatura e tempo de indugfo. Observou-se uma

maior expressdo da proteina, quando esta foi induzida com 0,3mM de IPTG a 20°C

por 20 horas, porém a proteina encontra-se insoluvel (fig. 4.9).
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Figura 4.9 - Expressio da proteina GumC em células BL21 (DE3) induzidas com IPTG 0,3mM a
20°C por 20 horas, analisada em gel SDS-PAGE a 15%. Coluna 1: padrio de massa molecular.
Coluna 2: Cultura de células antes da indugio. Coluna 3: cultura de células (“pellet”) apés a indugio.
Coluna 4: cultura de células apo6s indugdo ( sobrenadante). Coluna 5: proteina GumC precipitada
contendo impurezas.

Também foram realizados testes de expressdo com outras cepas de E. coli,
como BL21 (DE3-RIL) e BL21 (DE3-RP), ambas Codon Plus, nas mesmas
condi¢des anteriores (indugdo com 0,3 mM de IPTG a 20°C por 20 horas). Os
resultados obtidos foram comparados com a expressio obtida anteriormente com a
cepa de E. coli BL21 (DE3) (fig. 4.9). Verificou-se uma melhor expressdo utilizando
as cepas de E. coli BL21 (DE3- RP) e BL21 (DE3-RIL). Uma melhora na
solubilidade da proteina GumC foi observada quando se utilizou a cepa de E. coli
BL21 (DE3-RIL). A figura 4.10 mostra este experimento.

Portanto, experimentos de purificagdo foram iniciados com a enzima GumC

expressa nesta cepa.
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Figura 4.10- Teste de expressio utilizando 3 cepas diferentes de E. coli BL21 (DE3, DE3-Ril e DE3-
RP), analisado em gel SDS-PAGE a 15%. Coluna 1: padrio de massa molecular. Colunas 2: e 3
cultura de células BL21 (DE3) ap6s indugio e lise celular (sobrenadante e “pellet”, respectivamente).
Colunas 4 ¢ 8: cultura de células antes da inducgo. Coluna 5 e 6: cultura de células BL21 (DE3-RP)
apos a indugdo e lise celular (sobrenadante e “pellet”, respectivamente). Coluna 7: proteina GumC
precipitada. Colunas 9 e 10: cultura de células de E. coli BL21 (DE3-RIL) apés indugéo e lise celular
(sobrenadante e “pellet”).

Inicialmente o mesmo procedimento adotado para a escolha de resina na
purificagio da enzima GumD foi utilizado para a GumC. As 7 colunas ibnicas do kit
da Amersham Pharmacia Biotech foram utilizadas como um “screening” para
determinagio da resina ideal. Observou-se interagio da proteina GumC com a resina
DEAE Sepharose no tampao Mes/NaOH 50 mM pH6,0.

Experimentos de purificagdo em larga escala da enzima GumC, expressa de
forma “nativa” oriunda da clonagem no vetor pET29a, serfio realizados para
posterior caracteriza¢do da mesma.

Com o objetivo de um método de caracterizagio da proteina GumC resolveu-
se utilizar a proteina de fusio GumC-MBP parcialmente pura para producgdo de

anticorpos em camundongos.

4.6) — Producdo de anticorpo anti-GumC-MBP em camundongos

30
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A produgio de anticorpos especificos em animais, como o camundongo €

obtida quando injeta-se no animal uma pequena quantidade da amostra (antigeno)
que se quer produzir anticorpo.
A proteina de fusdo GumC-MBP eluida da coluna de amilose foi utilizada como
antigeno. Trés camundongos foram utilizados neste experimento. A primeira
inoculagio (priméira dose) foi realizada utilizando S0pL (100pg) do antigeno e
50uL de coadjuvante. Apds 40 dias, fez-se a segunda inoculagdo, injetando 100uL
(15pg) da proteina GumC-MBP sem a presenca de coadjuvante. Decorridos 10 dias
da segunda inoculag@o, sangrou-se o animal. O sangue total foi coagulado em banho-
maria a 37°C e apés centrifugado por 30 min., 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 (DE3) para
diminuir as reagdes cruzadas causadas pela contaminag¢fo com proteinas da bactéria
E. coli. A titulag@o do anticorpo foi feita nas seguintes concentra¢des de anti-GumC-
MBP em solugdo TBS 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 por imunoblotting.

O resultado da titulagio do anticorpo anti-GumC-MBP complexado com o
antigeno GumC-MBP, mostrado na figura 4.11, indica que o anticorpo na

concentragdo 1 : 30.000 apresenta um titulo bom.
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Figura 4.11 — Membrana de nitrocelulose mostrando a titulagio do anticorpo 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.

Este soro foi utilizado para reagdo com uma das fra¢des eluidas da coluna de
amilose contendo GumC-MBP através de Western-blotting. A mesma amostra foi
utilizada em Western-blotting contra anti-MBP.

A figura 4.12 ilustra um gel de poliacrilamida da fragdo contendo a proteina
GumC-MBP ¢ as bandas correspondentes a reagfo da proteina com os anticorpos

anti-MBP ¢ anti-GumC-MBP.

66 kDa

45 kDa

Figura 4.12 - Reagio de Western-blotting mostrando as reagdes dos anticorpos anti-GumC-MBP e
anti-MBP com o antigeno GumC-MBP (colunas 3 € 4 respectivamente). As colunas 1 e 2
representam o padrdo de massa molecular ¢ a proteina de fusdo GumC-MBP em gel SDS-PAGE
corado com Coomassie Blue,
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4.7) — Resumo dos resultados obtidos nos estudos da enzima GumC

A proteina de fusdo GumC-MBP, clonada no vetor de expressdao pMAL-c2x, cujo
DNA plasmidial (gumC-MBP) foi transformado em células de E. coli DHS5a, foi
expressa de forma insoluvel;

O DNA plasmidial foi entdo transformado em células de E. col; BL21 (DE3), o
que aumentou'consideravelmente a expressdo da proteina GumC-MBP, porém
uma parte da proteina de fusio permanecia insolivel;

Os experimentos de purificagio da proteina de fusio GumC-MBP apresentaram
um rendimento baixo da proteina de fusiio devido a perda desta em corpo de
inclusdo. Testes de clivagem realizados com o Factor Xa se mostraram muito
lentos, chegando a GumC-MBP ficar clivando por dias e ainda assim a clivagem
ndo foi totalizada.

A solubilidade da proteina de fusio GumC-MBP foi melhorada com adicdio de
0,5% do detergente Triton X-100 ao tamp3o de lise;

A purificag@o parcial da fusio GumC-MBP serviu para a produgio de anticorpos
anti-GumC-MBP em camundongos;

Paralelamente as tentativas de expressio e solubilizagdo da proteina de fusdo
GumC-MBP, decidiu-se subclonar o gene gumC, que codifica para a proteina
GumC, no vetor de expressio pPET29a, sem a expressio de nenhuma fusio;
Fez-se transformagdes em células de E. coli BL.21 (DE3-RP) e BL21 (DE3-RIL)
Codon Plus, na tentativa de melhorar a solubilidade da proteina GumC. Houve
um aumento da solubilidade da GumC quando se trabalhava com as células de E.
coli BL21 (DE3-RIL) Codon Plus;

Os experimentos de purificagio da enzima GumC expressa no vetor pET29a

encontram-se em andamento.
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Com o objetivo geral de contribuir no combate a doenca CVC, estudos com
duas enzimas envolvidas na via biossintética da goma fastidiana foram iniciados.
Estudos tem mostrado que uma inibi¢do da primeira ou tltima etapa de producdo da
goma, diminui a patogenicidade da bactéria Xanthomonas campestris. Devido a alta
homologia entre o Operon das duas bactérias acredita-se que a mesma deva ocorrer
em Xylella fastidiosa.

Assim as enzimas GumD, uma glicosiltransferase, e GumC, provavelmente
envolvida na polimerizagiio ¢ / ou na exportagio do exopolissacarideo através da
membrana, foram escolhidas para este trabalho.

A GumD teve seu gene clonado em dois vetores de expressdo. A proteina
expressa na forma soluvel foi purificada e caracterizada.

A proteina GumC também foi clonada em dois vetores de expressio.
Procedimentos de purificagio estio sendo desenvolvidos para a obtengsio da enzima.

A partir do protocolo de purificagdo ja estabelecido para a enzima GumbD
espera-se iniciar ensaios de cristalizag3io e obtengfio de cristais a fim de coletar-se
dados de difragio de raios-X e derivados isomorfos de 4tomos pesados para posterior
resolugfio, andlise e correlagio com a fungdio biolégica da proteina. Também
pretende-se estabelecer um teste de atividade enzimatica para a enzima.

Para a proteina GumC espera-se estabelecer um protocolo de purificagio e a
partir dai passar para a etapa de caracterizagio e cristalizagio da enzima. Pretende-se

também a obten¢do de cristais para coletas de dados de difracio de raios-X e
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derivados isomorfos de 4tomos pesados j4 que esta enzima, como a GumD, também
ndo apresenta nenhuma proteina com estrutura homéloga resolvida. A resolugdo,
andlise e correlagdo com a fun¢dio biolégica da enzima também fazem parte do
projeto de doutorado da aluna.

Estudos cristalograficos das duas enzimas poderdo produzir informagdes
estruturais que itio contribuir para o conhecimento da via biossintética da goma

fastidiana e para o desenvolvimento de inibidores especificos.
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