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RESUMO

MESQUITA, N. C. R. MEstudos da correlagao estrutura-funcéo da enzima Gtocatecol
1,2-Dioxigenase déseudomonas putid®012. 124p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidad8dle Paulo, Sdo Carlos, 2012.

O intenso uso de compostos organicos em conjumoocgrande avanco industrial culminou
em um enorme acumulo de poluentes organicos no amhliente. Dentre estes poluentes
tém-se destacado a presenca de hidrocarbonetoatarosnaltamente toxicos e resistentes a
degradacgdo fisica, quimica, fotolitica e biologi€esta maneira, uma nova forma de
combater a presenca deste tipo de composto no andieente tém sido estudada: o uso de
microorganismos, naturais ou geneticamente modifisa capazes de transforma-los em
substancias inertes, como £@ agua. Tal metodologia é denominada biorremealiaca
Dentres estes microorganismos destacam-se baaiésageneroPseudomonas, Aeromonas,
Beijerinckia,dentre outros, que tém sido estudadas para est@#ide. A enzima clorocatecol
1,2-dioxigenase (Pp 1,2-CCD) € uma das proteingsessas por bactérias do género
Pseudomonas putidasendo responsavel pela clivagem de hidrocarbsnatomaticos
através da incorporacdo de ambos os 4&tomos de oviéauta de oxigénio a estrutura do anel
aromatico, sendo a proteina escolhida para desemmwwds o presente trabalho. Mais
especificamente, nos interessa estudar como o isetarde acdo da referida enzima é
controlado por moléculas extrinsecas, como fodftihg. Tal interesse pela interacdo entre a
enzima e fosfolipidios surgiu recentemente quandoobitencdo da primeira estrutura
cristalografica de uma enzima da familia da CCBXidienases intradibis). Nesta estrutura foi
observado um sitio de ligacdo por monémero parlip&lios, o que fez com que varias
questdes relativas a influéncia desses sobre idads da enzima fossem levantadas. Nosso
objetivo foi fazer uso das técnicas de Dicroisma@@ar (CD), Calorimetria e Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE) para estudar aftesagonformacionais da enzima e de sua
cinética induzidas por moléculas de fosfolipidio, assim, obter informacdes que
correlacionem as mudancas estruturais com o mecards atividade enzimatica da enzima.
Os resultados obtidos através do uso daquelascéé&cem conjunto com protocolos que
possibilitam a delipidacdo da enzima mostraramagjpeesenca do fosfolipidios na estrutura
da enzima tem influéncia sobre a atividade enzeaauando retiramos o fosfolipidio/acido
graxo, pudemos visualizar uma pequena mudanca tnziuea secundaria da enzima, um
aumento da entalpia de reac&o, bem como um aumamnelocidade de reagdo, enquanto que
a afinidade da enzima pelo substrato diminuiu. Bwde também observar uma maior
estabilidade térmica da enzima quando na ausémcitslolipidio/acido graxo e nao foi
observado interacédo da Pp 1,2-CCD com modelos anesetonstituidos por lisofosfolipidios.
Um breve estudo realizado sobre o papel da forgadta atividade e na estabilidade térmica
da proteina mostrou que na auséncia de NaCl, e pHenzima se mostrou mais ativa, com
uma afinidade pelo substrato maior e neste ambi@mte baixa forca idnica foi observado
uma pequena interacdo da enzima com modelos na@setarregados negativamente. Assim,
pudemos concluir que as moléculas anfipaticagadzts com o0s processos de delipidacao,
apesar de modificarem muito pouco a estrutura skcianda enzima, ainda assim instauram
modificacdes na sua fungdo de catalise do substad¢aol. Esta informacgéo juntamente com
os dados sobre inibicdo do processo reacional@tadh pelo produto da reacdo formam um
novo conjunto de dados que pode ser utilizado paralcancar o objetivo mais geral de se



controlar a atividade biolégica da Pp 1,2-CCD.

Palavras-chave: Dioxigenase. Cinética Enzimaticalom@netria. Dicroismo Circular.
Ressonancia Magnética Eletrénica.



ABSTRACT

MESQUITA, N. C. R. M. Studies of the structure-function correlation of tre
chlorocatechol 1,2-dioxygenase enzyme fromPseudomonas putida 2012. 124p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto ide& de Sdo Carlos, Universidade de S&o
Paulo, Sao Carlos, 2012.

The intensive use of organic compounds in conjonctith the industrial advances led to a
huge accumulation of organic pollutants in the emvinent. Among these pollutants it has
been noticed the presence of aromatic hydrocarbimatsare highly toxic and resistant to
physical, chemical and biological degradation. Trausew way to deal with the presence of
this compounds in the environment has been studieduse of microorganisms, natural or
genetically modified, that can turn them into insubstances such as £énd water. This
methodology is called bioremediation. Among thos&raorganisms, bacteria from the
genderPseudomonasAeromonas Beijerinckia among others, have been studied for this
purpose. The enzyme chlorocatechol 1,2-dioxygef@pel,2-CCD) is one of the proteins
expressed byseudomonas putidbacteria, being responsible for the cleavage omatic
hydrocarbons through the incorporation of both aawmh a molecule of oxygen into the
aromatic ring structure, being the protein chosen ihvestigation in this work. More
specifically, we are interested in studying how thechanism of action of this enzyme is
controlled by extrinsic molecules such as phospidi The interest in the interaction
between the enzyme and phospholipids arose recethidn the first crystal structure of an
enzyme of the intradiol dioxygenase family was réguh In this structure it was observed a
binding site for a phospholipid per monomer, whiglised many issues concerning its
influence on the activity of the enzyme. Our goaswo use the techniques of Circular
Dichroism (CD), calorimetry and Electron Magnetiedenance (EMR) to study enzyme
conformational changes and kinetics alterationsiced by phospholipid molecules, thus
gathering information on the structure-functionretation. The results obtained through those
experimental techniques in conjunction with the wa$eprotocols for protein delipidation
showed that the presence of phospholipids/fattgsaci the structure of the enzyme play a
role in enzyme activity. Upon removal of the phadid/fatty acids, we observed small
changes in the secondary structure of the enzyma)caease of the enthalpy of reactions as
well as an increase in the reaction rate, whereasaffinity of the enzyme for the substrate
decreased..We also observed a higher thermalistadfiithe Pp 1,2-CCD in the absence of
the phospholipids/fatty acids, but no interactiomsvobserved between the Pp 1,2-CCD and
lysophospholipid micelles. A brief study of the &@tion of ionic strength on the activity and
thermal stability of the protein showed that in #fessence of NaCl, at pH 8, the enzyme is
more active, showing a greater affinity for the Studte and a low interaction was observed
between Pp 1,2-CCD and negatively charged micelles information along with the data
on the inhibition capacity of the reaction prodaceé a new set of data that can be used to
achieve the more general goal of controlling PpACD biological activity.

Keyword: Dioxygenase. Enzyme Kkinetics. Calorimet@ircular Dichroism. Electron
Magnetic Ressonance.
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1 INTRODUCAO

O uso intensivo de compostos organicos, juntameoste o grande avanco industrial
consequente da alta demanda tecnolégica ocasi@adal@xtenso crescimento populacional,
culminaram em um enorme acumulo de poluentes argémo meio ambiente. Uma classe
desses poluentes devido a suas estruturas quimiciisas ou aromaticas possuem alta
estabilidade, toxicidade e resisténcia a oxidagdmiga, fotolitica e a degradacao bioldgica,

permanecendo, desta forma, no ambiénte.

Poluentes aromaticos devido a sua lipossolubilidawte membranas celulares sao
facilmente absorvidos pela pele, por via oral aldgéd, depositando-se subsequentemente
em tecidos adiposdse causando, assim, a desregulacdo de sistemasyaitismno, sendo
apontados, ainda, como substancias carcinogémeaste tais poluentes, os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs) sdo considerados,ahalidade, os mais agressivos, por
gerarem compostos epoxidos através de seu metabolge podem levar a ocorréncia de
carcinomas e mutacdéssendo encontrados no meio ambiente em decorr@aciividades
naturais antropogénicas como: queima de combustifdesseis, incineracdo de residuos

sélidos urbanos, processos industriais na prodde&mrantes, dentre outras.

Quando no meio ambiente, os HAPs podem sofrer alguncessos fisico-quimicos
como: volatilizacdo, foto-oxidacdo, oxidacdo quimi@dsorcdo nas particulas do solo,
lixiviacdo e degradacdo microbiana. Desta formariesos gerados pela presenca de tais
compostos podem ser contornados utilizando-se agunetodologias conservadoras como:
remocédo, alteragdo e isolamento do poluente ouvag&a do solo contaminado e sua
incineracdo ou, ainda, confinamento. No entanttesemétodos apresentam alto custo e
apenas transformam os compostos de uma fase {jgioea a outra, evidenciando a

necessidade de se encontrar uma técnica maiseéicde descontaminacao.

Uma metodologia biotecnoldgica eficaz para a elagiio dos HAPs € o uso de
microorganismos, naturais ou geneticamente modifisa capazes de transforma-los em
substancias inertes, como £©4agua. Esse procedimento é denominado de bioremediacéo e
h& anos é utilizado em diferentes paises, apresbntmaior eficiéncia na remocdo de

contaminantes do que as técnicas fisicas e qufmiSam eficiéncia depende de fatores
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ambientais como o tipo de microorganismo utilizadem como a natureza estrutural e
guimica do composto a ser degradado de modo que lactérias como fungos e algas
possuem habilidades que envolvem a quebra sistemdésses compostos organicos em

metabdlitos menos complexos.

Bactérias dos génerddseudomonas, Aeromonas, Beijerincldantre outros séo as
mais extensivamente estudadas e utilizadas nag@ticdo processo de biorremediatado
caso dessas bactérias, o principal mecanismoaatdino metabolismo dos HAPS inicia-se na
oxidacao do anel benzénico através da acdo de anzlioxigenases levando a formacéo de

compostos cis-diidriois, como podemos visualizaFigara 1.

DEGRADAGAO BACTERIANA

Hidroxilagdao do anel via dioxigenase

OH OH
cis - DIIDRODIOL

En2|mas desidrogenases

Fissaoortho Fissdo meta

OH OH
CATECOL
/ COOH Z N CHO
COOH & . .. COOH
R

ACIDO cis,cis-MUCONICO SEMIALDEIDO 2-HIDROXIMUCONICO

3 o §

Figura 1 - Funil de degradacdo bacteriana de hidrocarbonetoeédicos policiclicos (HAPs). Adaptada de
BONALUMI.’
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1.1 Dioxigenases

Dioxigenases séo algumas das enzimas que fazem gemdiversidade metabdlica da
bactéria do géner®seudomonas putid&stas enzimas bacterianas sdo portadoras de um
grupo nado heme de ferro e responsaveis pelo meatwolde diversos compostos
intermediarios produzidos pela decomposicdo de ostop aromaticos, 0s quais Sao
continuamente liberados no meio ambiente por indmprocessos descritos anteriorménte
°. Seu papel no funil metabdlico de compostos arcogteva a um grande interesse pelo

estudo dessa familia de enzimas, bem como seusis®cs de acao.

Através da inser¢do dos dois atomos de uma molé=ulaxigénio no substrato ao
qual séo expostas, as dioxigenases clivam, entdoeloaromético do substrafb*: Tal anel
pode ser clivado em trés pontos distintos da mtdéde substrato, nomeando-se, assim, o
tipo de reacdo que a enzima catalisa e tambémintiidas dioxigenases em intradiol e
extradiol, como podemos ver na Figura 2. Em pddicla enzima estudada no presente

trabalho se encaixa na familia das dioxigenaseadiai. *2

Figura 2 - Representacéo dos trés modos de fissdo do andrbemzle uma molécula de catecol: (a) clivagem
intradiol, (b) clivagem extradiol proximal e (cjvdgem extradiol distal. R representa os radica& g
podem ligar-se a molécula, como por exemplo, cioro.
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Apenas recentemente foram reportados o0s primeirstsid@és envolvendo a
determinacdo das estruturas tridimensionais denalguembros da familia das catecol 1,2-
dioxigenases, quais sejam: 1,2-CTDAtgnetobacter calcoaceticusDP1 (Ac 1,2-CTD)**
1,2-CTD dePseudomonas arvilld* e 1,2-CCD deRhodococcus opacus™® e da prépria
enzima estudada no presente trabalho (Pp 1,2-C&DPs membros desta familia de
dioxigenases sdo homodimeros, possuindo trés dmsniténtre os quais dois sdo dominios

cataliticos e um dominio de ligagdo, como podeneosi& Figura 3.

Dominio de liga¢io

Dominio é‘ . _ : _ Nominio

catajt -l 2 g talitico
. ‘g l
N
u’

J

Figura 3 - Representacdo de estrutura secundaria para 2¥}CD. As esferas azuis representam os ions de Fe
presentes na estrutura. Figura retirada de BONALUMI

Os dominios cataliticos sdo localizados na extradédde cada constituinte da
estrutura proteica, onde ha um fon dé*Rmordenado por dois residuos de tirosina, dois
residuos de histidina e um grupo hidroxil, gerandw geometria esférica de coordenacao
para o sitio ativo das estruturas das duas priseimaimas citadas anteriormenté®. J& no
caso da Pp 1,2-CCD, o mesmo se sitio se apresamt@enado por dois residuos de tirosina,
dois residuos de histidina e uma molécula de hidrabo ligante DTD (ditianodiol), os quais
geram uma geometria bipiramidal trigonal de cocagén®’. A diferenca geométrica e de
tamanho dos sitios cataliticos entre as estruttitadas acima e outras ja conhecidas, pode
estar relacionada a diferenca de especificidadesudistrato que clivam, tendo a Pp 1,2-CCD
um espectro mais amplo de substratos sobre o0s gugslo que outras enzimas da familia.
Estes dominios cataliticos mostram-se estruturabnencataliticamente equivalentes, uma

vez que nenhum mecanismo alostérico foi observido momentd*®
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O dominio de ligacdo é um dominio helicoidal laradio no centro das estruturas
protéicas, onde, de maneira quase surpreendemejde encontradas, em todas as estruturas
determinadas até hoje, moléculas de fosfolipidinsdos na interface das duas subunidades
1317 No caso da Pp 1,2-CCD, nosso grupo mostrou drallras anteriores que existe o sitio
de ligacéo para fosfolipidit. Além disso, a sua estrutura tridimensional foéra resolvida
pelo grupo da Prof(a). Dr(a). Maria Cristina NongteCFRP/USP) [dados ainda n&o
publicados] e nela vemos que ha uma densidadémledrndo continua de ocupacéo de tal
sitio, o que levou nossos colaboradores a sugedragocupacdo ocorresse por um acido
graxo e ndo por um fosfolipidio'’. O interessante de tal ocupacdo é que as moléselas
ligam no tunel atravessando toda a molécula de fasea outra da estrutura que lembra o

formato de um bumerangue (Figura 4).

Figura 4 - Superficie da enzima Pp 1,2-CCD mostrando a oéapdp acido graxo no tunel hidrofébico.
Retirada de BONALUMI. 7

Ainda que a interacdo da Pp 1,2-CCD com fosfolgsificidos graxos tenha sido
comprovada através de ensaios de ressonancia guarética eletrbnica e que CITADINI et
al **tenham sugerido que a presenca dessas molécukss poslular a atividade enzimética
da proteina’®, o tipo de ligante existente neste sitio de ligagd a sua funcdo na
funcionalidade da enzima ainda n&o foram totalmemtepreendidos. E neste Gltimo aspecto
que o presente trabalho pretende contribuir, jAsgua funcdo da enzima como agente capaz
de degradar estruturas aromaticas tem relevanci@ltaica, o aspecto basico de que

moléculas como fosfolipidios possam atuar como raoidues dessa atividade assume papel
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fundamental se 0 que se deseja € evoluir na comgiiees controle da capacidade catalitica

da enzima.

Sendo assim, o trabalho que se segue apresentatudo énvestigativo do papel das
moléculas de fosfolipidio/acido graxo que se enmemmtno tunel hidrofébico da Pp 1,2-CCD.
Foram realizados ensaios que revelassem caractsistlativas a atividade catalitica da
enzima em questdo, bem como a sua possivel intecagd modelos micelares antes e depois
de procedimentos de delipidacdo. Para tanto, amigs um conjunto de técnicas
espectroscopicas como Ressonancia Paramagnétiodnitle (RPE), Absorcdo Optica (AO)
e Dicroismo Circular (CD), além das técnicas deofdaktria de Varredura Diferencial

(DSC) e de Titulacéo Isotérmica (ITC).
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2 OBJETIVOS

O presente projeto tem por finalidade gerar redaaque possam ajudar a
compreender aspectos basicos acerca da estrutlaratévidade enzimatica da Pp 1,2-CCD,
principalmente no que diz respeito a atuacdo detentds de fosfolipidios no mecanismo
catalitico da enzima, estabelecendo, assim, unmalag#io entre mudancgas conformacionais e
atividade catalitica.

Primeiramente objetivamos:

v Obter uma expresséao heteréloga e purificacao denar2p 1,2-CCD;

v Estabelecer protocolos de delipidacédo da proteina;

v Em seguida, com a finalidade de se investigareasp quanto a fungéo da
moléculas anfipatica na estrutura, catalise eniamabem como interacdo da PP 1,2-CCd
com modelos micelares, faremos uso de uma abordagperimental utilizando o seguinte
conjunto de técnicas: Dicroismo Circular (CD), Afagm Optica, Calorimetria de Titulag&o
Isotérmica (ITC), Calorimetria Diferencial de Vattga (DSC) e Ressonancia Paramagnética
Eletronica (EPR) a fim de realizarmos as seguigtasas:

v Realizar ensaios estabilidade térmica utilizandowraeina antes e depois de
sua delipidacao;

v Realizar ensaios de cinética enzimatica utilizaagwoteina antes e depois de
sua delipidacao;

v Realizar ensaios de interacdo com ligantes utiliaam proteina antes e depois
da delipidacao;

v Acompanhar todos os ensaios com espectros de GDeptrdo de mudancas
estruturais;

v Estabelecer uma correlacdo entre mudancas estsugUiancao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os lisofosfolipidios zwiteridnico 1-Palmitoil-2-hioki-sn-glicero-3-fosfocolina (LPC)
e anionico 1-Palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-[Fasfac-(1-glicerol)] (LPG), assim como os
marcadores de spin Acido n-doxil estearico (n=5fb8m adquiridos comercialmente da
empresa Avanti Polar Lipids, Inc.(Alabaster, AL)s@bstrato utilizado nas cinéticas, catecol
(1,2-benzenediol pyrocatecol), foi obtido da emareSigma Chem. Co. A resina
CALBIOSORB e o detergente nado-i6bnico POLIDOCANOLaim cedidos pelo Prof. Dr.
Pietro Ciancaglini, do Departamento de Quimicak-aeuldade de Filosofia Ciéncias e Letras

de Ribeirdo Preto.

3.2 Preparacao de Amostras

Nesta secdo descrevemos a preparacdo de amostpaegadas nas etapas do
desenvolvimento do projeto, abrangendo a obteng@opmbteina e os protocolos de

delipidacao e preparacéo de micelas.
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3.2.1 Expressao e purificacdo da Pp 1,2-CCD

A enzima Pp 1,2-CCD foi expressa e purificada derdec com o protocolo de
ARAUJO et al’® onde um pré-inéculo foi preparado a partir de @guota de estoque de
bactériagEscherichia col(Rosety, mantidas em glicerol, e previamente transforraauen o
plasmideo pTYBCLCA em meio LB acrescido de 100 plgffte ampicilina. O pré-indculo
foi, entdo, colocado sob agitagéo de 250 rpm enpéestura constante de 37°C durante 16 h.
ApoOs esse periodo, este foi utilizado para inaclild. de meio LB acrescido de 0,35 g/L de
sulfato ferroso heptahidratado - FeS®L,O e 100 pg/mL de ampicilina. As células foram
mantidas durante 2h sob agitacao de 250 rpm a 3&Apo suficiente para que se atinja uma
densidade 6ptica em 600 nm (Dséghn) de 0,6. A seguir, a expressao da enzima foi induzid
pela adicdo de agente indutor IPTG 0,5 mM overragk®°C e 250 rpm.

A cultura foi dividida em duas partes e centrifug@d4500 rpm por 30 minutos a 4°C
e o0 sobrenadante descartado. As células foramg,eetsuspendidas em tampado 20 mM Tris,
500 mM NacCl, pH 8 e 0,5 mM de agente inibidor detgases fluoreto de fenilmetilsulfonil

(PMSF), divididas em 6 partes e armazenadas a 8°C.

As células armazenadas foram descongeladas edipadaonicacdo através de uma
sequéncia de 15 pulsos de 30 segundos com 60 segdedintervalo entre eles. Apds tal
processo, a amostra foi centrifugada a 12.000 mpn3@ minutos e 4°C a fim de se separar a
parte solavel dos restos celulares. A parte soldfegl entdo, aplicada em coluna
cromatografica previamente empacotada de quitinalglis) e equilibrada com 130 mL do
mesmo tampao utilizado para ressuspenséo das s;éduldeixada por 30 minutos com tal

sobrenadante com a finalidade de aumentar a idi@ e proteina com a resina.

Dando continuidade, a coluna foi lavada com 200daltampéo de ressuspensao e,
posteriormente, com 20 mL de tampao 20 mM Tris,nad NaCl, pH 8 (tampédo de
clivagem), com a adicdo de 30 mM de DTT e 20 uMPHESF. A coluna foi, entdo, mantida
por aproximadamente 16 horas a 8°C.

Apos tal periodo a coluna foi lavada com tampéolidagem e a proteina eluida com

80 mL de tampao de clivagem a fim de se retiraatadproteina presente na coluna. O
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resultado do protocolo descrito acima foi a obterd# enzima Pp 1,2-CCD em quantidade e
grau de pureza suficiente para as medidas reafizada longo deste trabalho. Tal
procedimento foi acompanhado através de eletradoges gel de poliacrilamida SDS-PAGE

15% das vérias fracOes de proteinas obtidas naaseti@scritas acima.

3.2.2 Preparacao das Micelas

Solucbes estoque de marcadores de spin em clolof¢@hiCls) foram colocadas em
tubos de vidro. A massa total de lisofosfolipidiitizada neste experimento foi de 0,5 mg e a
concentracdo de marcador de spin foi mantida enm@)5% dos lisofosfolipidios presnetes
na amostra. As amostras foram evaporadas em flaxis,,dpara secagem do cloroférmio,
deixando-o completamente seco na forma de um fiintenas paredes do tubo de vidro e
para garantir a completa eliminagéo de residuasdodeférmio da amostra, esta foi submetida
a ultracentrifugacdo sob vacuo (Savant speedvacTilearmo Quest). A seguir, o filme seco
foi hidratado com as solug¢des contendo lisolipigiwstampéo de clivagem e/ou com volume
especifico de proteina. O filme foi, entdo, raspd@a@arede do tubo e agitado em vortex. Em
seguida, a micela hidratada foi mantida em geladriernightpara hidratacdo completa e
interacdo com a enzima. ApoOs a hidratacdo as amsofstram transferidas para capilares de

50 uL e, posteriormente, submetidas a medidas & RP

3.2.3 Protocolos de delipidacdo da Pp 1,2-CCD

Com o objetivo de realizar a remocdo de molécuadodfolipidios/acidos graxos
presentes na estrutura da Pp 1,2-CCD ap6és suaseépre purificacdo, foram testados quatro
protocolos de delipidagdo (resina de interacdoofdlica CALBIOSORB, detergente néo-
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ibnico POLIDOCANOL, detergente ndo-ibnico seguido résina de interacdo hidrofobica
CALBIOSORB e solvente organico METANOL:CLOROFORMIQ1:1)) para
determinarmos 0 método mais eficaz de se atindirolgetivo. Os protocolos seguem
descritos abaixo.

3.2.3.1 Protocolo de delipidagdo com resina de interagdo hidrofobica CALBIOSORB.

A proteina purificada segundo protocolo descrits@ecdo 3.2.1 foi concentrada em
concentrador Amicon Ultra — 10000 Da (Millipore)btendo-se uma solugcdo com

concentracéo final de 1 mg/mL.

Separadamente, a resina CALBIOSORB estocada ginrili-Q, em geladeira, foi
desgaseificada por 20 minutos através de bombaa\e, posteriormente, filtrada em papel
de filtro. ApGs a filtracdo, a resina foi pesadaleatanca de precisdo em trés porcdes de 100
mg, que foram estocadas em trés microtubos tiperejorf de volume de 2 mL. Adicionou-
se a solucdo de proteina a um desses microtubtsndona resina, mantido, entdo, em gelo
sob agitacdo constante por 30 minutos. Apds os Bitas, a solucdo heterogénea foi
centrifugada por 2 minutos a 14.000 rpm com a ifiagle de separar a solucdo protéica da
resina. O sobrenadante desta centrifugacdo foiadetie acrescido a outro microtubo
contendo a resina. Este foi mantido em gelo e githgio constante por 60 minutos. Esta
etapa foi repetida mais uma vez. Ao final do provedto, a solucdo heterogénea foi
centrifugada por 5 minutos a 14.000 rpm a fim deegmrar toda a resina da solucao e obter-

se a solugdo com proteina delipidada para os engasgteriores.
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3.2.3.2 Protocolo de delipidagdo com detergente ndo-ionico POLIDOCANOL

Novamente comecamos com uma solucao de proteimfecgda segundo protocolo
descrito na seccdo 3.2.1 e com concentracdo denlin@@eparadamente, foi feita uma
solugéo estoque de POLIDOCANOL 1% em tampao 20 mis] 50 mM NacCl, em pH 8, de
onde se retiram 6 pL para se acrescentar a sollgdwroteina anterior, obtendo-se uma
solucéo de proteina com 0,006% de POLIDOCANOL. Estacédo foi mantida em gelo sob

agitacdo por 60 minutos, obtendo-se, entdo a petilipidada para 0os ensaios posteriores.

3.2.3.3 Protocolo de delipidacdo com detergente ndo-iénico POLIDOCANOL e resina de interacdo
hidrofébica CALBIOSORB.

Partindo-se de uma solucao de proteina a 1 mg/mpapamos, separadamente, uma
solugéo estoque de POLIDOCANOL 1% em tampao 20 mis] 50 mM NacCl, em pH 8, de
onde se retirou 6 pL para se acrescentar a soldedoroteina anterior, obtendo-se uma
solucéo de proteina com 0,006% de POLIDOCANOL. Estacdo foi mantida em gelo sob
agitacdo por 60 minutos. Simultaneamente, a reSiIABBIOSORB foi preparada como
descrito acima (v. secédo 3.2.3.1), obtendo-se ésacf@ resina contidas em trés microtubos
tipo eppendorf de volume de 2 mL. Adicionou-se hg@n de proteina com 0,006% de
POLIDOCANOL a um destes microtubos contendo a eesijune foi mantido em gelo e sob
agitacdo constante por 30 minutos. Apos este pereodolucdo heterogénea foi centrifugada
por 2 minutos a 14.000 rpm com a finalidade de reepa solucdo protéica da resina. O
sobrenadante desta centrifugacao foi retiradoesaitto a outro microtubo contendo a resina.
Este foi mantido em gelo e sob agitacdo constante6@ minutos. Esta etapa foi repetida
mais uma vez. Ao final do procedimento a solucderbgénea foi centrifugada por 5 minutos
a 14.000 rpm a fim de se separar toda a resinalded® e obter-se a solugdo com proteina
delipidada para os ensaios posteriores.
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3.2.3.4 Protocolo de delipidacio com solvente orgdnico METANOL:CLOROFORMIO (1:1)

Em um tubo de vidro foi preparada uma solucédo cwlated mL de cloroférmio 100%
e 1 mL de metanol 100% a qual foi acrescido o veluda 1 mL de solucdo protéica. A
solucéo foi submetida a 10 minutos de centrifugaz@pos tal centrifugacdo pode-se ver a
separacdo de duas fases por um filme fino branode @stava localizada a proteina em
guestao. As duas fases foram retiradas dos frastdadosamente para ndo ocorrer a mistura
de ambas novamente e uma tentativa de ressuspgoddme em tampao 20 mM Tris, 50
mM NaCl, pH 8 foi realizada. No entanto, ndo ocoree ressuspensao do filme, o que
caracteriza desnaturacao irreversivel da prot&se filme foi submetido a sonicacdo por 5
minutos e posterior centrifugagéo por 2 minutogl@0D rpm. O sobrenadante foi retirado e

submetido aos ensaios posteriores.

3.3 Medidas de RPE

3.3.1 Medidas de interacio com micelas de lisolipidios.

As amostras preparadas segundo o protocolo gamalnpiaelas descrito acima foram
medidas no espectrobmetro de RPE Varian E109, qeeaopm banda X e usando uma
cavidade retangular Varian E-248. Os parametrogmacdo do equipamento comuns a
todas as amostras foram: frequéncia de modulagi KHz; tempo de varredura, 2 min;
constante de tempo, 0,0064s; varredura do campaétiag, 100 G; poténcia de microondas,
10 mW, e amplitude de modulacdo do campo, 1 GizOtitse 0,5 mg de lisofosfolipidio,
ressuspendido em tampédo, ou em solucdo com coac@atfinal de 25uM de proteina,

gerando uma solucdo que foi transferida para capilajue foram colocados em tubos de
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guartzo posicionados no centro da cavidade de méss@. No caso da Pp ,2-CCD, as
medidas apresentadas ocorrem realizadas a tempeaatbiente (2it).

3.4 Medidas de CD

Os espectros de dicroismo circular foram obtidogsmectropolarimetro Jasco J-720,
em um intervalo de comprimento de onda de 195 anP40sendo os espectros gerados por
uma média entre 8 leituras consecutivas. As mediatam realizadas com Pp 1,2-CCD pura,
Pp 1,2-CCD delipidada e Pp 1,2-CCD na presenca idelas. Para as mesmas foram
utilizados 1,0 uM de proteina em tampéao de clivageem cubetas de quartzo de 1 mm de
caminho 6ptico. Os dados obtidos encontram-se edades de mdeg, e para melhor analisa-
los e realizar a desconvolu¢cdo dos mesmos atravéprarama CDPro, realizou-se a

conversao desta unidade para elipticidade molar.

3.5 Medidas de Absorg¢io Optica

Foram utilizados para determinacéo da atividadaretica nas diversas situacdes de
interesse um espectrofotometro Hitachi U-2001 eetagbde quartzo de 1 mL e 0,5 cm de
caminho Optico. A solu¢do contendo proteinas fatiadada em quantidade adequada do
substrato catecol, de forma a se obter uma corggitrfinal de proteina de Oy®/1 em
solucédo, e a degradacdo deste foi monitorada fesarizéncia do acido cis,cis-mucoénico
(produto da degradacédo do catecol pela Pp 1,2-@3GD260 nm durante um intervalo de 60
segundos.
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3.6 Medidas de ITC

A gualidade de um experimento calorimétrico depedelenimeros cuidados que devem

ser adotados durante cada procedimento experimeatquiais sdo descritos nesta secc¢ao.

Anteriormente a cada medida, todas as solucOasadils dentro da cela e na seringa
foram desgaseificadas durante um periodo de 10mira@tos, através de bomba de vacuo —
ThermoVac - contida no equipamento calorimétricolVe fabricado pela MicroCal Inc.
(Northampton, MA). Concomitantemente a tal procedito, as solu¢cdes foram
termostatizadas em uma temperatura pouco abaixendperatura em que for realizado o
experimento (entre 0,5° e 2°C) com a finalidadeediéar grandes periodos de estabilizacao

do calorimetro.

A cela de referéncia foi preenchida com agua delstidesgaseificada, utilizou-se uma
seringa tipo ‘livre de gas’ fornecida pelo fabritgrenquanto que a cela de amostra foi limpa
com aproximadamente 30 mL de solucdo tampédo quetifiada em todo o experimento,
tomando-se o cuidado de se remover completameshbeotdiquido da cela antes do inicio de
cada ensaio calorimétrico. Esta Ultima foi, ent@@enchida com enzima utilizando-se a
seringa de injecdo. Deve-se evitar a formacéo ttebaurante o preenchimento da seringa, a
fim de se evitar ruidos nas medidas experimenfaiseringa de injecdo, de 300 pL, foi
preenchida lentamente para que se retire todo &rar.seguida purgou-se duas vezes a
solucdo da seringa para assegurar a auséncialdeslya mesma. A superficie da seringa foi,
entdo, lavada e seca com papel antes de se intladua cela, para evitar contaminacao da

cela de amostra.

Apbs o inicio de cada experimento foi necesséario tempo de estabilizacdo da
temperatura (de 5 a 10 minutos). Apos este temgpaini tempo adicional para estabilizacéo
da linha de base e subsequente inicio das injét0es 20 minutos). O fluxo de calor, entéo,
foi registrado pelo aparelho em funcéo do tempeeldcidade de agitacdo e a temperatura
foram mantidas constantes em todos os experimesgndp seus valores de 307 rpm e 25°C,

respectivamente.
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3.6.1 Ensaios de entalpia

A entalpia aparente da conversdao do catecol erdo acis,cis-mucoénico foi
determinada preenchendo-se a cela de amostra comm@e Pp 1,2-CCD em tampéao 20
mM Tris, 50 mM NacCl, pH 8, enquanto a seringa f@gmnchida por uma solugéo de 572 uM
de catecol no mesmo tampao a fim de se minimizealor de diluicdo.O substrato foi
titulado na cela de amostra pela injecdo de 7,5 @& solucdo da seringa de forma que a
concentragdo final de catecol na cela fosse de 3\, sendo o acido cis, cis-muconico o
limitante da reag&o; seu completo consumo foi ohseto quando a linha de base retornou
a zero.O calor de diluicdo do substrato foi determinads mesmas condi¢cdes, mas com a

cela preenchida apenas com tampéao 20 mM Tris, 5(0Na®1, pH 8.

3.6.2 Ensaios de cinética enzimatica

Num primeiro ensaio (Ensaio 1), as curvas de icamétnzimatica foram obtidas
preenchendo-se a seringa com @86de catecol em tampao 20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8
e a cela com 100 pM de Pp 1,2-CCD no mesmo tanip@alizou-se 50 injecdes de 24b,
com intervalo de 120 s. Um segundo ensaio (Engafoi 2stabelecido a fim de ser garantir
que as condi¢cBes de pseudo-primeira ordem comarelag catecol fossem obtidas. Neste
ensaio, preencheu-se a seringa comBM2le catecol em tampao 20 mM Tris, 50 mM NacCl,
pH 8 e a cela com 100 pM de Pp 1,2-CCD no mesmep&antoram realizadas de 20 a 25
injecdes de 1,5L, com intervalo de 120 s.
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3.6.3 Ensaios de cinética enzimatica da conversdo do catecol em acido cis,cis-mucénico para

visualiza¢ao de inibi¢ao por produto

Com o intuito de verificarmos a ocorréncia deigéb por produto da propria reacao,
foi realizado um ensaio preenchendo-se a seringe5d@uM de catecol em tampéo 20 mM
Tris, 50 mM NacCl, pH 8 e a cela com 100 nM de PACD no mesmo tampéao. Foram

realizadas 3 injecdes de 7yb, com intervalo de 4000 s.

3.6.4 Ensaio de cinética enzimatica da conversido do catecol em acido cis,cis-muconico com a
proteina delipidada

A fim de se verificar a funcdo do fosfolipidio/dsigraxo encontrado por
BONALUMI ' na estrutura cristalogréfica estabelecida paranzima estudada foram
realizados quatro ensaios de delipidacdo, dos qués foram escolhidos devido ao

rendimento da delipidacéo e a quantidade de peoteinanescente do processo.

Como os trés protocolos de delipidacdo mostraraegsévalentes quanto a cinética
enzimatica vista por absorcado Optica, escolhemaisalinar apenas com o protocolo de
delipidacdo com CALBIOSORB, por ele néo utilizatelgente e poder produzir dados sem
demais interferéncias no ITC. Com a proteina rastdt deste protocolo foram realizados
experimentos de cinética enzimética para verificad@d perfil cinético da enzima apos este
procedimento. Para tanto, foi realizado o mesmaopoto do Ensaio 2, estabelecido

anteriormente.
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3.6.5 Analise dos Dados

A analise dos dados obtidos através do monitoraomdmn fluxo de calor foi realizada

através do programa Origin-ITC 79

Para determinar os valores de entalpia aparentar ap) INtegram-se as curvas
P
correspondentes as reacoes e as suas respeding@edi Logo apos subtrairam-se os calores

de diluicdo das curvas de reagéo.

Os parametros denk, kcat€ Ky da reacdo de conversdo do catecol a acido cis, cis
muconico foram calculados no programa Origin-ITOhmado ‘ensaio enzimatico’ e os dados
experimentais ajustados graficamente pelo métodoajdste ndo-linear dos minimos

quadrados a equacao de Michaelis-Menten.

3.7 Medidas de DSC

Os experimentos de DSC foram realizados em unmpameénto VP-DSC fabricado
pela MicroCal (Northampton, MA). As amostras disgids em tampédo desejado (20mM
Tris, 50mM NaCl, pH8 ou 20mM Tris, OmM NaCl, pH&ré&m desgaseificadas por um
periodo de 10 a 20 minutos e aplicadas no calodn{B00uL). Foi realizada, entdo, uma
varredura no intervalo de 30 a 70°C, com taxa des@mento de 60°C/h e com presséo
aplicada em ambas as celas de 22 PSI (libra pegadé quadrada). A quantidade de proteina
utilizada em todos os experimentos foi deudd. A aquisi¢ao da linha de base instrumental
foi feita no mesmo intervalo de temperaturas preendo-se ambas as celas de amostra e de
referéncia do calorimetro com tampédo desejado.e@sogramas adquiridos foram, entéo,

normalizados pela concentracéo antes de analisados.
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3.8 Consideracdes tedricas

3.8.1 Dicroismo Circular (CD)

A espectroscopia de dicroismo circular é uma técmjoe permite, dentre outras
coisas, determinar e monitorar mudancas estrutdealiomoléculas. Proteinas, carboidratos
e acidos nucléicos sdao macromoléculas biolégicanudtas unidades opticamente ativas que
exibem sinal de CD. Tais moléculas opticamenteaatimteragem com luz polarizada e
provocam alteracdes na mesma. O dicroismo cir@gstd associado com a alteracdo na
polarizacdo da luz oriunda da diferenca de absodgiduz circularmente polarizada a

esquerda e a direita apds esta passar atravésoderam

3.8.1.1 O fenémeno de Dicroismo Circular (CD)

Uma superposicdo de raios de luz circularmenteripalfos a esquerda e a direita,
com campos elétricos de mesma amplitude e fasee ped considerada como uma luz
linearmente polarizada, pois a combinacdo das giiege desses campos numa direcéo
perpendicular a dire¢do de propagacao leva a uraoeno mostra a Figura 5a. Cromoforos
assimétricos ou cromoforos simétricos em ambieatesmétricos interagem de forma
diferente com a luz polarizada circularmente aitdire a esquerda resultando em dois

fendbmenos distintos.
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E

(a) (b)

Figura 5 - (a) Luz linearmente polarizada pode ser vista cansuperposicdo de luz circularmente polarizada
opostas com amplitudes e fases iguais. (b) Asdifers de absorcéo e de velocidade de propagacéo
de luz circularmente polarizada a esquerda e #alievam ao dicroismo circular (CD) e a rotagéo
optica, respectivamente.Figura adaptada de CANTCBC&IMMEL. %2

No primeiro fenbmeno, raios de luz circularmenté&apoados viajam através de uma
amostra com velocidades diferentes devido a difeseimdices de refracdo, ocasionando uma
diferenca de fase entre os raios de luz proportiémtiferenca entre os indices de refracao.
Tal fenémeno é conhecido como birrefringérféia esta relacionado ao fendmeno de rotagéo

Optica (OR) através de:

1800.(n, —ng) [graus

P(A) =
(4) 3 M

onde®(\) é a rotacdo optica, | € o caminho épticogro indice de refracdo do meio para a
luz polarizada a esquerda; @ o indice de refracdo do meio para a luz poldaizadireita &

€ o comprimento de onda. Apdés a amostra, a luarinente polarizada tem sua direcdo de
polarizacéo rodada por um angdio

No segundo fenémeno, luz linearmente polarizadagpatravés de uma amostra
opticamente ativa com uma diferenca de absorbgveia as componentes polarizadas a
esquerda e a direita. A absor¢cdo maior de umaatapanentes do que a da outra resulta em
uma luz elipticamente polarizada, porém sem aléeraga direcdo de propagacdo. Esta
elipticidade induzid&® é definida como o arco tangente da raz&o entirooneenor e maior

da elipse formada e que esté relacionado com aorfend de dicroismo circular através de:
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2303 180

60) === 1A - A lgraud

)

ondef()) é a elipticidade da luz QAI ~A) € a diferenca de absorcdo da amostra medida.

Para realizarmos uma comparacdo da atividade oOptita diferentes moléculas ou
com valores medidos em diferentes experimentosdamecessario transformar os dados
obtidos para elipticidade em valores com unidademalizadas. A unidade mais conhecida
em trabalhos com proteinas e peptideos é a dligtiei molar e rotacdo Optica molar ou

elipticidade e rotagéo 6ptica por residuo, que posler encontradas da seguinte marféira

100[®
d(A)] =
[®(1)] cl @)
10016
="
[8(A)] cl @

onde C é a concentracdo em mol/L e | € caminhcapti

3.8.1.2. O Espectropolarimetro e os espectros de CD

Como mencionado, o aparelho de CD mede a diferafegaabsorcdo da luz
circularmente polarizada a direita e a esquerdas apduz incidente passar por uma amostra.
O esquema que segue (Figura 6) mostra uma montsiggptificada do equipamento de CD
utilizado para realizar as medidas de diferencabdercéo:
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Unpolarized Plane Circular Sample cD
source polarizer polarizer cell spectrum

8% | @
Ellipticity
—_— =
V T
% (-l Wavelength
Figura 6 - Esquema do equipamento de CD para a deteccaoeatardif de absorcéo. Figura retirada da referéncia
23.

Os dados adquiridos em CD permitem encontrar datlpde induzida pela amostra
em funcdo do comprimento de onda da luz incidekitavés de medidas na regido espectral
do UV distante (190-250 nm) podemos determinarntezmo de estrutura secundaria de uma
proteina. Neste caso, os cromoforos sdo as profigesdes peptidicas que constituem a
proteina e o sinal gerado varia com a localizagdi@ambiente em que estas se enconffam

Os sinais de baixa intensidade de atividade optcegespondem a transicade-+xnn* do
cromoforo, que é observada na regido de 210-22@ mmvolve os elétrons ndo-ligados do
oxigénio da carbonila. J& os sinais de CD de ni@srdensidade sdo vistos como uma banda
centrada em 190 nm ocasionada pela transicde n*, envolvendo os elétrons-da
carbonila. Os espectros tipicos de estruturdlice, folhap e randdmica podem ser

visualizados na Figura 7.

Cada tipo de estrutura protéica possui caractesstipicas em um espectro de €D

> Estrutura aleatdriaé caracterizada por um pico positivo associadarssicao n

— ¥ em 212 nm, e um pico negativo associado a ttdosi — n*em 195 nm;

» Estrutura folh&B: € caracterizada por um pico negativo associadanditaon

— ¥ em 218 nm, e um pico positivo associado a tra@uwsic— t*em 196 nm;

» Estruturaa-hélice: é caracterizada por um pico paralelo e negatisocado a

transicdar — n* em 208 nm, um pico paralelo e negativo assocétlansicdo
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n— * em 222 nm, e um pico perpendicular e positiveoamdo a transicao

— n*em 192 nm;
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Figura 7 - llustragdo mostrando os tipos de espectros na t#ExdV-distante relacionados aos tipos de estrutura
protéica. Linha soliday-hélice; linha tracejada longa, follfaantiparalela; linha pontilhada, volta-
tipo [; linha tracejada-cruz, extensdo deadhélice ou hélice poli (Pro) llI; linha tracejadatoy
estrutura aleatéria. Figura adaptada de Kelly.&t al

Podemos monitorar o desenovelamento de uma pra&ngs do monitoramento da
mudanca de intensidade em um comprimento de opdeifiso no espectro de CD a medida
gue variamos um parametro externo como a tempara@naficando-se o valor deem
funcdo da temperatura podemos obter a curva deaedamento da proteina e inferir a sua
temperatura de melting J-
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3.8.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial € uma téenique tém sido extensivamente
usada com o intuito de se estudar as variacoeardeptros termodinamicos de biopolimeros
quando sdo submetidos & variacdo de temperatmzolemla®, ajudando no estudo de
estabilidade e enovelamento protéiéde de outras moléculas, bem como na caracterizacdo

de sistemas de micelas, membranas, lipidios e foidtéicos’ 2

No equipamento de DSC existem duas celas (umaadioh® referéncia e a outra para
amostra) que sdo aquecidas e/ou resfriadas a waadastante de temperatura (dT/dt). O
equipamento mede a diferenca de temperatura entessas celd&?® No nosso caso, uma
solucdo de proteina em tampao 20 mM Tris, 50 mMINai€ 8 € usada na cela de amostra e

apenas tampao na cela de referéncia .

Durante o ensaio de DSC e na auséncia de qualyemtoetermodinamico, as
temperaturas de ambas as celas mudam linearmente t&mpo a uma taxa (dT/dt), levando
a uma diferenca de temperatura entre ambas praintamula, o que gera, entdo, uma linha
de base horizontal e reta. No entanto, quando a@se aproxima de uma transicdo de fase
em que ocorre troca de calor na cela de amostra, difarenca de temperatura detectavel
entre as celas é estabelecida. O equipamento restabelecer a equidade de temperaturas
entre as celas de referéncia e de amostra fornecerails (ou menos) calor a cela de
referéncia®® e, assim, gera uma deflexdo positiva ou negativdirtha de base original,
dependendo se o0 evento decorre de uma transiciotéemica ou exotérmica,
respectivamente. Apos a transi¢ao, a linha de teaske a se restabelecer ou, ainda, uma nova
linha de base se estabelece no caso de mudanepatsdade térmica da amosttao que se
mostra corriqueiro em transicdes decorrentes dentdeglamento protéico, onde os calores
especificos do estado nativo e desenovelado stotas- isto pode decorrer da mudanca de
hidratacdo das cadeias laterais que nao se eagopeipostas quando no estado nativo, mas
se expOe quando submetidas a desnaturacdo. ltadesexperimental obtido é um grafico
da diferenca do fluxo de calor (dQ/dt) em funcadetaperatura, sendo a que intensidade do
sinal e a forma do termograma obtido, € diretamprdporcional a taxa de aquecimento ou

resfriamento da amostra (dT/dt).
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Sendo o0s experimentos de DSC realizados a pressiwstante, temos
termodinamicamente que a quantidade de calor fm@ecum sistema é igual a variacédo da

entalpia do mesmo sistema, logo:

aQ
_4dQ_ dt _dH
Cp_dT_dl_dT ©)
dt

Através desta expressao nota-se que o termograradogpelo calorimetro fornece,

também, a dependéncia com a temperatura da cageadkrifica da amostra.
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Figura 8 - Endotérmica caracterizando um evento térmico enbiopolimero hipotético. A entalpia calorimétrica
€ a area sob a curva que mostra a dependéncia tmmparatura da capacidade calorifica da amostra
a presséao constante. A&, do processo € definido na temperatura de melfipy ¢u temperatura de
transigdo de fase, onde a capacidade calorifiesapta um méaximo. Figura retirada de referéncia 31.

Como observado na Figura 8 através de um Unicaiexpato de DSC podemos obter
alguns parametros termodinamicos importantes paeaaterizacdo molecular bioldgica tais
como:

» a capacidade calorifica obtida diretamente do tgrama;

» a entalpia calorimétrica total de um evento termieate induzido na amostra através

da area sob a curva obtida e da equacao abaixo;
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AH..=[C,MadT (6)

» atemperatura da transicdo de fase, ou tempem@dunzelting (T,), onde a capacidade
calorifica atinge o0 maximo e, no caso de desenmaito de proteinas, € um

indicativo da estabilidade do sistema;

» em transicoes de primeira ordem, a variacdo dagendiwre de Gibbs AG) na
temperatura de transicdo € nula, logo tém-se camtular a mudanca de entropia

(ASrm) associada com a mesma através de:

ZQWZAPW

» a largura a meia altura da curva de transigiib/4), que estd relacionada com a

(7)

cooperatividade no processo termotropico — quantnom o ATy, maior a

cooperatividad&"

CAHy, 1
AH. AT..

(8)

ondeAHyy € a entalpia de van't Hoff.

Assim, a técnica calorimétrica de DSC € uma ferrdenenuito Util no estudo de
transicdo de fase termotrdpica, permitindo o enteedto de mudanca entrépica e entélpicas
guando biopolimeros sdo submetidos a procedimaatoicamente induzidos e os efeitos

causados por um agente externo quando 0s mesracEgiem com estes.
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3.8.3 Calorimetria de Titulagao Isotérmica (ITC) e Cinética Enzimatica

O foco no estudo bioquimico de enzimas, para cditteento de seu comportamento,
€ a determinacdo de sua atividade e funcdo. Pata, ta caracterizacdo termodinamica
através de calorimetria de titulacdo isotérmica-$@mmostrado uma ferramenta poderosa e
eficiente, tendo como principais aplicacdes: o dzstde interacdes covalentes entre cadeias
poliméricas; equilibrios de dissociacdo de amird@iem diferentes estados de protonacao;
estudos termodindmicos de detergentes e a forntgédicela; interacdes entre moléculas e

ligantes e estudos cinéticos enzimati¢os?

O método de ITC consiste na adicdo do titulanteavas de uma micropipeta
automética, sobre o titulado que se encontra rradeelmostra (Figura 9). Em experimentos
tipicos de cinética enzimatica, a enzima € colocaalaela de amostra e titulada com o
substrato. A grande maioria dos calorimetros mésltoe diferenciais do calor entre a cela de
referéncia (preenchida usualmente com agua) eaadeebmostra e trabalham baseados no
sistema de compensacédo de calbMonitora-se constantemente a diferenca de temparat
entre as duas celas e uma energia constante (fim&deelo usuario) € aplicada na cela de
referéncia, a qual ativa o circuito de retorno ppkcar uma quantidade de energia variavel
sobre a cela de amostra a fim de manter uma ddarda temperatura, entre as duas celas,
préxima de zero (Figura 9).

Decorrente da reacdo ha uma alteracédo de temperetoela de amostra, o que leva a
uma diferenca de temperatura entre as duas celbedifdrenca € detectada pelo calorimetro e

a energia aplicada na cela de amostra € ajustadsind observado pelo experimento

calorimétrico é a energia fornecida a cela de amdst
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[ 8

Cela de referénci

,—4

Cela de amostra

Figura 9 - Esquema representativo de um Calorimetro de Taoldgotérmica (ITC): (a) Cela de referéncia e de
amostra; (b) Durante o experimento quando se iniéigecao, ocorre uma variacdo de temperatura da
cela de amostra. A diferenca de temperatura estreckas AT) é compensada pelo equipamento,
gerando, assim, o termograma. Figura retiradafdeérecia 35.

Pode-se acompanhar, através do ITC, a velocidadeagéo de catalises enziméaticas.
Todd e Gomeé&’ citam em seu trabalho que a quantidade de eneugimténcia térmica (E)
produzida pela reacao é proporcional ao calor (&@ato pelo sistema, seja este exotérmico
ou endotérmico.

_dQ
dt (9)

Reacbes quimicas sdo termodinamicamente favordweiespontaneas) desde que
ocorra uma diminuicdo da energia livre de Gibbg §ua soma dos termos relacionados a
entropia e a entalpia\G = AH - TAS). ** O termo entalpico é observado como calor (em
condi¢cdes de pressdo constante), e tal quantidad=mldr estq associada na conversédo de
moles de substrato em produto por:

Q =nAH ap = [P]totaIVAH ap (10)
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sendoAHap € a entalpia molar aparente, n o nimero de malgécu¥ o volume da solucéo na
cela de amostra e [R) a concentracdo molar de produto. Assim, temoxa de produto

gerado pela reacdo proporcional a poténcia térmica:

dQ _(d[p
ELﬁzt%lAmp (11)

Trabalhando na Equacéo 11, onde d[P]/dt é igual@cidade de formacédo do produto

ou consumo do substrato, temos:

)
_d[P]_ {dt
TRV 12

Experimentos de ITC com sistemas enzimaticos desemmealizados sob condi¢des
de pseudo-primeira ordem com relacdo a seu suhbstratseja, a velocidade da reacdo que
ocorre é diretamente proporcional a concentragégubistrato que é injetada na c&laPara
se determinar a velocidade da Equacgao 12, necsssiéntao determinar o valor de dQ/dt, ou
seja, o fluxo de calor da reacdo. Tal medida é&aldiravés de um experimento de multiplas
injecdes, no nosso caso, como a diferenca da tiehbase original e a nova linha de base
apresentada pelo sistema ap0s cada injecdo deasab$tigura 10). ApOs cada injecdo de
substrato, a linha de base se estabiliza em un@ag@atmenor que a observada antes de cada
injecdo; isso ocorre devido a geracdo de calor pekcdo enzimatica, ocorrendo
conseqguentemente a compensacao de tal energisgtelonento a fim de manter o equilibrio
térmico entre as celas do equipamento. Portantds apda injecdo a linha de base se

estabiliza num nivel inferiof!
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Figura 10 - Curva tipica de cinética enzimatica no ITC: potérérmica versus tempo. A cada injecéo a linha de
base se estabiliza num nivel inferior (em destagmecirculo) e a quantidade de calor gerado é
proporcional & velocidade da reacdo. Figura redicaireferéncia 37.

Assim, apods inserir os dados no programa VP-ITGlinees varios valores de ¢@t,
proporcionais a velocidade da reagaleterminarmos o tipo de rotina para execucagiy
anica) e inserirmos a entalpia aparente de realgter(minada através de um experimento de
multiplas inje¢es), conseguimos, entdo, transforom dados adquiridos em dados de
cinética enzimatica como mostrado na Figura 11seja, obtemos um grafico de velocidade

de reacdo em funcéo da concentracdo de substrato.
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Figura 11 - Gréafico demonstrando os dados de cinética obtiéts galorimetro (variacdo de calor em relagéo ao
tempo) e convertidos em velocidade de reacao. &igtirada da referéncia 35.



64

Apés este procedimento, pode-se realizar o aflegta curva de cinética enzimética a
um modelo adequado, sendo 0 mais comumente ubliaqdele determinado pela equacao de
Michaelis-Menten. Quando ajustamos as curvas d&icinenzimatica realizada através de

multiplas injecdes com a equacgdo de Michaelis-Mente

yo VolS]

Kol >

onde os parametros da cinética enzimatica s@c Kue € a concentracdo para a qual a
velocidade da reacdo enzimatica € metadé.de e Vinax- a maxima velocidade da reacéao.
3234, 3839 34 0 kat- NUmero de moléculas de substrato convertidasoalyip numa
determinada unidade de tempo por uma Unica molérilanzima saturada pelo substrato,

outra constante que caracteriza a cinética enzimgiode ser obtida através de:

V max

kcat “r— 1
[ Etotal] (14)

Os parametros cinéticos podem ser também obtidaséat de um experimento de
injecdo Unica®™ (Figura 12), onde substrato é adicionado na celardostra, iniciando a
reacdo exotérmica. A linha de base do sistema stExraté um nivel que corresponde a
velocidade maxima de reacdo, ponto onde a enzireagmtra saturada por ter 1.000 vezes
mais substrato na cela do que sua concentracdoadoralidade de se assegurar a condicao

de estado estacionario. Tal reacdo termina quatidbaade base volta ao seu estagio inicial.



65

75 -
70

65 ——'|
60 |
55 |
50 ||
45 |
404 |
35

30 T T T T ]
0 500 1000 1500 2000 2500
Time (sec)

P (ucal/sec)

Figura 12 - Simulacdo de um experimento de ITC de injecdo Gilista simulacdo tem como parametrg: =«
80s-1, k4 = 0,075 M,AH,,= -50 kCal/mol e [EF 4,5 mM. Figura retirada da referéncia 40.

Analogamente ao método de mudltiplas injecdes, odoglaobtidos devem ser
transformados em dados de cinética enzimatica, podemos ajustar a curva com a Equacao
13 e obter os parametros de cinética enzimaticagdos anteriormente. Para tanto, coloca-se
os dados no programa VP-ITC do calorimetro, deteamos o tipo de rotina para execugado —
neste caso injecao Unica e apenas com substrateg®@mos a entalpia aparente de reacéo
(determinada através de um experimento de injeg&a)i Desta forma, transformamos os
dados adquiridos em dados de cinética enzimaticagja, obtemos um grafico de velocidade
de reacdo em funcdo da concentracdo de substmatordrio programa ajusta-se a curva de

cinética obtida com a Equacéo 13 e chega-se admptps cinéticos da reacdd.*

A vantagem do uso do método de multiplas injectesetacdo ao de injecdo Unica é
a baixa quantidade de produto formado durante erarpnto. Desta maneira, se a enzima
estudada sofre algum tipo de inibicdo pelo prodistseacéo, que € o nosso caso, quando se
realiza o método de mdltiplas injecbes o0 mesmoca@isa influéncias significativas na reacao

enzimaética.
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3.8.4 Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

A espectroscopia de RPE, assim como todas asad@i&z no presente trabalho,
monitora, a absorcdo de energia de um campo dacéaiquando uma molécula muda seu
estado de energi&*® Porém, no caso desta técnica espectroscopicanbéeasidade de se
ter uma sonda paramagnética, possuidora de eléttessmparelhados cujos momentos
magnéticos possam interagir com o campo magnégiemdo pelo equipament&

No presente trabalho, lidamos com sistemas biadggigue em sua maioria S&0
diamagnéticos, ou seja, possuidores de momentoétiegrotal nulo, assim, nao produzindo
sinal de RPE. Para podermos estuda-los, entaoiinmse em tais sistemas uma sonda
paramagnética extrinseca como marcadores ou soedssin®’. Neste trabalho, utilizamos
como marcador de spin um radical nitroxido sensaveludancas de fatores do ambiente que
0 cerca como: polaridade, viscosidade, acidezytessr e ordem do meio, além de depender
de possiveis restricdes de movimetito

Como o interesse do nosso trabalho € investigaresacdo da proteina com modelos
micelares, utilizamos, entdo, o radical nitréxidpatio a lisofosfolipidios e seus derivados
(Figura 13A), objetivando monitorar a estruturadirsédmica do ambiente lipidico ao redor do

marcador. (Figura 13B).
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Figura 13 - (A) Estrutura do marcador de spin 5-SASL. O grupamenitroxido se localiza no carbono 5 da
cadeia lisolipidica, monitorando, assim, a regi@dxima a cabeca polar.(B) llustracdo dos
marcadores de spin 5-SASL intercalados com lisofipéflios em micelas. A linha azul indica a
regido monitorada pela sonda de spin.

O radical nitroxido inserido nas micelas € nosgrter para as mudancas que podem
ocorrer neste ambiente. Todos os experimentostdeagio da Pp 1,2-CCD com micelas sao
comparados a experimentos controles em que estdernes apenas micelas com o marcador
de spin. Na Figura 14 é mostrado um exemplo: quasdinsere um agente externo as
micelas, estas se rearranjam, gerando uma mudaog#ormacional do ambiente
circunvizinho. As sondas inseridas nas micelaseserst mudanca e respondem a excitacédo
pela radiacdo de maneira distinta das sondas geleceatram em uma amostra sem 0 agente
externo. Assim, temos perfis de espectros de R&thtdis e essas modificagdes nos mostram
as sondas em um ambiente mais livre (quando dagimede um sinal em que os trés picos
possuem intensidades proximas e pequenas largaitaghd) ou em um ambiente mais rigido
(quando da obtencdo de um sinal em que os trés piessuem intensidades distintas e

larguras de linhas maiores).



68

LPC LPC:LPA
(90:10)

et~ p——"yp—
Stlly —4 VW _/W/ /\P/—
Ny

gl
= JU AP -/\/ //\,‘ﬂ

Figura 14 - Espectros de RPE do marcador 5-SASL incorporadmimlas de LPC na auséncia e na presenca de
Stll1-30, Stli11-30, StI1-31 e StI12-31, em pHTgUFia retirada da referéncia 44.
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Logo, mudancas no perfil dos espectros de RPEamlabtudancas na conformacgao
das micelas e consequentemente interagdo do ageéeno inserido nas amostras
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudo estrutural e funcional da Pp 1,2-CCD

Com a finalidade de conhecermos melhor o sistemra © qual trabalhamos
realizamos uma breve caracterizagdo estruturahedoal da enzima Pp 1,2-CCD. Assim,
apos cada processo de expresséo e purificacaadtdesriseccao 3.2.1 foi verificado o grau
de pureza da enzima com a qual trabalhamos atcevésn gel de eletroforese SDS-PAGE
15% que pode ser visualizado na Figura 15. Atralé&ste mostramos que a enzima em
guestdo € soluvel e possui em torno de 30 kDa guaadsua forma monomérica, como

previsto por ARAUJO et af°

kDa

66
45

30

20

14

Figura 15 - Andlise de purificagcdo da enzima Pp 1,2-CCD parr@fierese em gel de poliacrilamida SDS Page
15%: (1) padrao GE de massas moleculares; (2)tpgiiés sonicagdo e centrifugacdo, (3) extrato
bruto — parte solavel —antes de passar pela rdsiparificacdo por afinidade, (4) extrato brutoarte
soluvel - apds passar pela resina de afinidadesl@ao imediata com tampéo de clivagem e DTT e
(6) eluicao apds descanso de 16 horas concenmadareentradores Millipore de 10 kDa.

Como podemos visualizar no gel de eletroforesmaca proteina é eluida juntamente

com alguns contaminantes, 0s quais possuem umaguorgito pequena quando comparada a
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guantidade de proteina Pp 1,2-CCD. InUmeras teatatie separar tais contaminantes da
enzima foram realizadas por BONALUMIno entanto, apenas uma delas se mostrou efetiva
para esse fim: a utilizagdo de detergente TritodOB- O inconveniente do uso deste
componente é o fato deste ser eluido juntamente a@moteina, logo, como interessa-nos
realizar experimentos com a enzima em sua formgsspo ligantes), descartamos tal adicéo
ao protocolo de purificacdo e continuamos a travatom Pp 1,2-CCD com grau de pureza

mostrado pelo gel acima.

Continuando a nossa caracterizacdo, utilizamosnddida de Dicroismo Circular
(CD) para analisarmos o conteudo de estrutura décan da proteina. Os dados de
intensidade de atividade 6ptica em miligraus fotaamsformados para elipticidade molar
como descrito na referéncia 45. O espectro de CBndana Pp 1,2-CCD na regidao do UV
distante esta mostrado na Figura 16 e apresensantioimos em torno de 208 e 220 nm
caracteristicos de estruturas em héticeNo entanto, a ndo definicdo pronunciada desses
minimos, assim como a aparente equivaléncia nessigiades da banda em torno de 208 nm
e daquela em torno de cerca de 195 nm indica que kiaver uma mistura de estruturas

secundarias em hélicee folhasp.

[6].10° (deg.cm?.dmol-1)

T L) T L4 T Y T Y T ¥ T ’ T T *
200 205 210 215 220 225 230 235 240
A(hm)

Figura 16 - Espectro de dicroismo circular na regido do UVaditt da Pp 1,2-CCD em tampé&o 20 mM Tris HCI,
50 mM NacCl, pH 8.
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Tendo informagdes acerca da quantidade, purezawelamento da enzima Pp 1,2-
CCD expressa e purificada, procuramos, entdo,sanai sua atividade enzimatica. O ensaio
de atividade enzimatica foi realizado como desandosecdo 3.5 utilizando como substrato
moléculas de catecol e medindo-se a formacédo diufyala reacdo que absorve luz em 260
nm. A atividade especifica da enzima, calculadartirple resultados analogos aos da Figura
17, apresentou valores em torno de 1,1 U/mg, cdugisitcom aqueles relatados previamente
na literatura?!

4,5

4,0 -

3,5

3,0 1

2,54

2,04

Absorgdo , (u.A)

T . : T : . : . T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

Figura 17 - Ensaio de atividade enzimatica como descrito ngd®e8.5 para verificacdo da atividade da Pp 1,2-
CCD através do aumento da absorcao de luz em 26Gewitio a formacao do produto da reacao.

Dando sequéncia a nossos estudos estruturaizareak ensaios de desnaturacéo
térmica da enzima no equipamento de CD. O resuttadon desses ensaios esta mostrado na
Figura 18. Podemos observar que na faixa de tetuparmde 10°C a 90°C (283,15 K a 363,15
K) ndo ocorre um completo desenovelamento dos el@mede estrutura secundaria da
proteina, 0 que aponta para um alto grau de edi@ibd estrutural nas condi¢cdes do

experimento, mas provavelmente com perda da atigidatalitica.
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Figura 18 - Espectros de CD referentes ao desenovelamentoctédai enzima Pp 1,2-CCD num intervalo de
10°C a 90°C (283,15 K a 363,15 K).

Um segundo método muito Util para se estudar ersde®lamento térmico de uma
proteina € a calorimetria exploratoria diferenci@l. equipamento de DSC, descrito
anteriormente na secéo 3.8.3, mede dados reladsriadtrocas de calor que ocorrem durante
0 processo de desenovelamento estrutural de urteimae@m funcdo da temperatura. Atraves
da medida da resposta da diferenca de calor entelaade referéncia (preenchida com
tamp&o) e a cela de amostra (preenchida com padt&¥ino equipamento nos gera um
termograma que, apos a subtracdo da linha de basai§ nas mesmas condi¢des, contendo
tampédo nas duas celas do calorimetro) e normatizagla concentracdo de enzima na cela de
amostra, nos propicia as constantes desejadaaTh, AH € AS (). “® Estas constantes nos

caracterizam termodinamicamente o desenovelam@miicb da enzima estudada.

Analogamente a MEL®', realizamos a desnaturacéo térmica da Pp 1,2-@6Bm
numa escala de temperatura de 30 a 70°C (303,1848,45 K), uma vez que os resultados
do artigo mencionado mostram uma transicdo proxdmeb4°C (327,2 K). Realizando o
procedimento mencionado na se¢do 3.7, 0 processesdmovelamento térmico da Pp 1,2-
CCD mostrou apenas um pico de transicdo em (5Bp<D,(Figura 19). Além disso, foi
realizado o experimento da volta do desenovelamedanesmas condi¢cdes dos anteriores e
nao foi obtido um termograma de enovelamento térmago indicando que este processo €
irreversivef’. Através do tratamento de uma triplicata de temmmgs como aquele
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apresentado na Figura 19, obtivemos as constatddas anteriormente e cujos valores estao
apresentados na Tabela 1. Desses valores, podefaeos que: levando-se em conta que “o
grau de cooperatividade da desnaturacéo € invensampeporcional a largura a meia altura
na curva de desnaturacdo de uma moléctftag que processos fisico-quimicos muito
cooperativos completam-se em uma faixa estreita tefeperaturd® o processo de
desnaturacao térmica da proteina possui um graaajeeratividade alto com o valor A&,

de 5,4 K, assim como os resultados obtidos por SASIT Além disso, esta proteina
aparenta possuir uma boa estabilidade térmicagf@y 6 necessario muita energia térmica
para sua desnaturagéo, o que pode ser visualitad@sdo termo entalpicalf.,) mostrado

na Tabela 2. Outra constante que pode ser retiteste tipo de termograma € a variagdo da
entropia calorimétrica determinada n@(ASm)), importante parametro termodinamico, uma
vez que seu valor relaciona-se com compensacoétpiententropicas e com diminuicdo de
efeito hidrofébico com aumento da temperatura. Raleular 0ASqm) utilizamos a Equacéo

7. 49
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Figura 19 - Termograma de DSC para o desenovelamento da eRprmg2-CCD, em 20 mM Tris HCI, 50 mM
NacCl.
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Tabela 1 -Parametros termodinamicos do desenovelamento dg2RpCD obtidos a partir de experimento de

DSC.
Amostra Tm ATy AHcal AS(rm)
(K) (K) (kcal/mol)  (kcal.mol'1°K)
Sem (326,2+0,2) (5,4+0,2) (123,1+0,2) (0,377+0,001)
delipidar

De posse das informacg0es sobre estrutura securdésiabilidade térmica, passamos,
entdo, ao estudo da atividade enzimatica da P@C[R- Com o intuito de se obter o maximo
de resultados confiaveis, foram utilizadas duasités para o presente estudo cinético —
espectrofotometria e Calorimetria de Titulacdo éeoica (ITC). Primeiramente, foram
realizados dois ensaios em espectrofotometro c@saritb na secgao 3.5, utilizando amostras
com grau de pureza proximos (Figura 15), com difiade de se obter uma duplicata dos
mesmos. Os resultado estdo mostrado na FigurandQrabela 2, onde podemos verificar que
a enzima estudada possui uma afinidade com sewraohsxpressa pelo valor de,Kde
(4,74%0,02)uM e uma velocidade méaxima de cerca de (0,024+0,a01%, além de um d

de (48+3)us* para transformac&o do catecol a 4cido cis,cis-niaoo
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-1
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Figura 20 - Cinética da enzima Pp 1,2-CCD com seu substratzalatealizada em tampéo 20 mM Tris HCI, 50
mM NaCl em pH 8, através da titulacdo de 13 plud® solucdo de proteina a 19 uM, em
solucdes de catecol num intervalo de concentragdba50 uM em cubetas de quartzo de 1 mL. A
curva sélida representa o ajuste dos dados expgame&om a Equacao 13.
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Os dados de cinética obtidos em espectrofotometramf ao encontro dos dados
obtidos por BRODERICK & O'HALLORAN, em seu estude groducdo e caracterizacao
funcional da enzima clorocatecol dioxygenaseitravés da presente curva, mostrada na
Figura 20, gerada pelo tratamento dos dados obpets espectrofotometro, chegamos a
conclusdo de que a enzima realiza sua funcéo teatatiom grande eficiéncia na faixa de
concentracdo de substrato estudada e que pareceseg cinética tradicional de Michaelis-

Menten.

Tabela 2 - Dados cinéticos obtidos através do ajuste da cdevainética enzimatica da Figura 20 por uma
hipérbole representativa de uma curva de Mich&édéisten, no programa ORIGIN 8.

Amostra Sem delipidar
Vinax (UM.s ™) (0,024+ 0,001)
K (UM) (4,74+0,02)

Kear(ns™) (48+ 3)

Continuando o estudo de atividade enzimatica eaelat investigar mais a fundo o
mecanismo cinético de catalise da Pp 1,2-CCD, passaentdo, a realizar os experimentos
no calorimetro de titulacdo isotérmica (ITC). Priramente, realizamos uma duplicata de
ensaios de injecdo Unica do substrato utilizada paestudo, o catecol, no tampédo 20 mM
Tris HCI, 50 mM NaCl, pH 8, e outra duplicata des&os de injecdo Unica do substrato
catecol em uma solug&o contendo 100 nM da enzitndasa, como descrito na seg¢ao 3.6.1.
Os dados obtidos seguem na Figura 21. Através tdgratdo das curvas obtidas para a
reacdo enzimatica e subtraindo das mesmas o caladildicAo do substrato utilizado,

obtivemos a entalpia de reacéo da enzima Pp 1,2-G@foi de —(90+4) kcal/mol.
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Figura 21 - Determinacdo da entalpia aparente da reacdo deers@iovde catecol em acido cis,cis-mucnico
pela enzima Pp 1,2-CCD, em tampao 20 mM Tris HCIp®/ NaCl em pH 8, através de injecéo
Unica de 7,5 pL de substrato (572 uM) em 100 nNdrdéeina inserida na cela (azul) e do calor de
diluicdo do catecol no mesmo tampéo (verde).

Apoés determinarmos a entalpia da reacdo necegsamdarealizar o tratamento dos
dados de cinética enzimética no programa que acatdmapa® calorimetro de titulacdo
exotérmica (ITC), partimos entdo para a realizad@® ensaios de cinética enzimatica pelo
meétodo de multiplas injecdes. Primeiramente, falizado um ensaio, descrito na secéo 3.6.2,
para verificacdo da existéncia de possiveis indscda reacdo. Neste ensaio, mostrado na
Figura 22B, podemos visualizar que a partir dagigede numero 23 ocorre uma queda na
velocidade de reacdo enzimatica, o que € um indieianibicdo. Ao contrario do que foi
observado na medida da cinética utilizando umaidécespectrofotométrica, os dados
experimentais obtidos por ITC claramente ndo seguwemncinética tradicional de Michaelis-
Menten. Este € um resultado ndo reportado antegimarpara a enzima Pp 1,2-CCD frente ao
substrato catecol. BRODERICK & O’HALLORAN reportaram dados espectrofotométricos
para a cinética da Pp 1,2-CCD frente a diversostgibs, mas ndo detectaram qualquer
mecanismos inibitério para o catecol especificamelsto mostra que o uso de diferentes
métodos experimentais € interessante, pois podeepioformacdes que caracterizam de

forma mais detalhada o mecanismo catalitico dedsse.
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Figura 22 - (A) Curva do calor trocado no ensaio cinético darea Pp 1,2-CCD. (B) Dados experimentais da
velocidade ajustados a equagédo de Michaelis-Mguiewa soélida), sendo a cinética realizada em
tampao 20 mM Tris HCI, 50 mM NaCl em pH 8, atragdésnjecGes miltiplas (48 injecbes) de 1,25
pL de substrato (572 uM) em 100 pM de proteinaridaea cela.

Como mencionado anteriormente, no ensaio cinétaoavés do uso de
espectrofotdmetro, nenhuma diminuicdo na velocidemigal da reacdo enzimatica foi
observada, ou seja, nenhuma inibicao relacionadaaento de concentracédo de substrato na
cubeta de amostra foi detectada numa faixa de ntagéo de substrato de 0,5 a|Bd, o
que pode indicar que a inibicdo vista no resultdeoITC estaria relacionada a outro
mecanismo inibitoério, provavelmente pelo produto kEacdo, assim como reportado
anteriormente na literatura®"*°>*Embora tenhamos dados que nos levem a concluinque
inibicdo aparentemente se deva ao produto da reagaicao pelo substrato ndo pode ser
totalmente descartada. O mecanismo de inibicaalgans substratos da reacao que a Pp 1,2-
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CCD catalisa, ja foi observado por BRODERICK & O'HAORAN, quando estes sao
apresentados em altas concentra¢désste trabalho, os autores ajustaram os dadasconé
da Pp 1,2-CCD frente aos substratos 3-clorocatetalprocatecol, 4- bromocatecol, 4-
fluorocatecol, 3-metoxicatecol, 4- metilcatecol-en8tilcatecol com uma expresséo derivada
a partir de um mecanismo cinético que prevé adadipelo substrato. No caso da Pp 1,2-
CCD, uma explicacéo para um mecanismo desse tiposesa maior “promiscuidade” frente
a substrato apresentada por enzimas da familiald&@Eatecois dioxigenases. Para membros
desta familia, o sitio ativo maior (necessario gara se acomode o ion cloro do substrato
natural clorocatecol) acaba sendo capaz de acontaéeém outros substrato derivados do
catecol. Nestes casos, pode ocorrer que a ligagasuldstrato derivado de catecol ou o
préprio catecol se liguem de forma incorreta ao,sitviabilizando sua clivagem e acabando
por inibir a enzima pela ocupacéo ineficiente do siio ativo. Para dirimirmos qualquer
davida em relacdo a isso, seria necessario realimarexperimentos cinéticos por ITC
utilizando o substrato clorocatecol, para o quab mfperariamos detectar reducdo na
velocidade de reacdo semelhante aquela mostraéigguia 22B. Isto foi tentado, mas por
diversos problemas de solubilidade da moléculaldeaatecol, resultados confidveis nédo
foram obtidos.

Apés verificarmos a possivel existéncia de inibigg ensaio cinético, realizamos,
entdo, um novo ensaio como descrito na se¢ao gdLdesta vez com apenas 20 inje¢cdes de
maneira a ndo se atingir a regido de reducédo dridade de reacdo. Com isso, podemos
calcular os parametros cinéticos quando ajustanms\a de cinética enzimatica, mostrada
na Figura 23, a equacao de Michaelis-Menten (Equa8q Através deste ajuste, utilizando
uma triplicata de dados, pudemos obter os paramdaainética enzimética deste ensaio, 0s
guais seguem na Tabela 3 e que se ajustam a uma lyperbdlica do tipo Michaelis-
Menten, porém possui valores um pouco distintosatdislos por espectrofotometria, o que
atribuimos , aqui, a concentracao de enzima nat@gsda a realizacdo de cada ensaio, o que

pode levar & uma mudanca no perfil cinético dareazi
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Figura 23 - (A) Curva do calor trocado no ensaio cinético po€ Ida enzima Pp 1,2-CCD. (B) Dados
experimentais da velocidade ajustados a equacMiataelis-Menten, sendo a cinética realizada
em tampdo 20 mM Tris HCI, 50 mM NaCl em pH8, afsade injecdes multiplas (20 injecbes) de
1,25 pL de um substrato (572 uM) em 100 pM de pmateserida na cela.

Tabela 3 - Dados cinéticos obtidos através do ajuste daacdevcinética enzimatica da Figura 23 por uma
hipérbole representativa de uma cinética de Micsiddénten.

Amostra Sem delipidar
Vmax (pM.s ™) (0,0010+ 0,0001)
Km (UM) (2,4+0,3)

Keat (ns™) (10,1+ 0,2)
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Dando continuidade ao estudo do mecanismo funcidaaPp 1,2-CCD, tentamos
investigar de alguma forma se a inibicdo que anemzofre, encontrada atraveés de ensaio em
calorimetro pelo nosso trabalho e também mostradwoaréncia por MELG", estaria
realmente ligado & inibigcdo por produto como lezartds a possibilidade anteriormente. Para
tanto, aléem de compararmos a cinética realizad@sgactrofotdmetro, onde visualizamos a
nao interferéncia da concentracdo de substratcelwmigade inicial da reacdo, com aquela
realizada em calorimetro, fizemos uso de um exmgrioncomplementar citado por TODD &
GOMES?** para verificar se a formacdo de produto dentroetia de amostra do calorimetro
interfere na reacdo enzimatica. Em tal experimergalizamos trés injecbes deudl de
substrato como descrito na secdo 3.6.3 e o resultsidh apresentado na Figura 24. A idéia
agui € acompanhar a completa conversdo de umaidp@mtde substrato que estara em
concentracdo muito maior do que a de enzima na A&eldéinal deste primeiro passo, havera
produto da reagdo em excesso presente na celamAsgi0s uma segunda injecao,
observamos se ocorre ou ndo alguma mudanca nacaiméacional, o que indicara se o

produto influencia ou ndo a reacgao.
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Figura 24 - Conversdo completa do catecol em &cido cis,cis-macponde temos: (A) o calor produzido por
trés injecbes de 74 de uma solucdo a 57 de catecol na cela de amostra contendo 100 nm de

enzima e (B) a area integrada sob cada pico. @sesmkncontrados sao o calor de conversao total
do catecol em produto, ou sefdl,,

Através do experimento mostrado na Figura 24, podewsualizar duas alteracdes
significativas: um aumento do tempo necessario paeaa reacao retorne a linha de base,
indicando-nos a completa degradacgéo do catecoleedimminuicdo gradativa, apds a segunda
e terceira injecOes, da entalpia aparente da reag&on como ocorrera no estudo realizado
por MELO“". Este tipo de comportamento é relatado na litemaguenfatizado por TODD &
GOMES * como comportamento descrito por enzimas que possuatividade modulada
pelo produto de sua reacdo, ou seja, 0 produtceagdo enzimatica inibe a atividade da
enzima quando gerado em quantidades relevantes.



84

Com base nos resultados expostos acima, podenf@sr igue a hipotese mais
provavel é a de que a inibicdo da reacdo enzimatoaa através do produto da reacédo. No
entanto, a inibicdo pelo substrato catecol ndo Emifetotalmente descartada por motivos
apresentados anteriormente. A deteccdo da exigtdecamecanismos naturais de inibicdo da
enzima e sua caracterizacdo sao relevantes quandimnsja o uso tecnolégico da Pp 1,2-
CCD. Nossos dados reportam tal caracterizacdo exdaasao a outros substratos pode abrir

novas possibilidades para mecanismos de contraéwddade biol6gica da enzima.

4.2 Estudo estrutural e funcional da Pp 1,2-CCD quando submetida a
processos de delipidacao

Dando continuidade ao nosso trabalho, estudamosfl@éncia de processos de
delipidacdo da proteina clorocatecol 1,2-dioxigerdePseudomonas putidaa sua atividade

catalitica e estabilidade conformacional.

Em um trabalho recente realizado por BONALUM dados ainda n&o publicados —
determinou-se a estrutura cristalografica da enzioma que estamos trabalhando e indicou a
presenca de um sitio hidrofébico nesta estrutarabém encontrado na estrutura de enzimas
da mesma familia da Pp 1,2-CCB*’ Nestesitio foi detectada uma densidade eletrénica
compativel com a estrutura de um acido graxo eande um fosfolipidio como relatado na
literatura®®*® Além disso, trabalhos realizados anteriormentenesso grupo de pesquisa
mostraram que a possivel delipidacdo da proteioarredaria uma perda da atividade

especifica, bem como levaria a uma menor afinidadenzima pelo seu substrito

Para a realizacdo de nosso estudo, a enzima fag,gurificada segundo protocolo de
ARAUJO et al ?° e delipidada como descrito nas secdes 3.2.3.2.8.8. O resultado da
execugao deste protocolo pode ser visualizado hdegeletroforese SDS-PAGE 15% abaixo
(Figura 25). Através deste gel, podemos verifiagr go utilizarmos a resina CALBIOSORB,

gue € uma resina de interacdo hidrofobica, algummgmirezas sdo retiradas da solucéo
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contendo a proteina, tornando-a mais pura e, pEsswte, delipidada, o que podemos
visualizar na coluna 7 da Figura 25. O processoqgem utilizamos POLIDOCANOL e a

mesma resina também se mostrou eficiente na ratidedtais impurezas da amostra de
proteina, 0 que podemos visualizar na coluna 9 idard& 25. O processo com solvente
organico ndo consta no gel, pois este protocolootese inviavel para realizacdo, como

explicaremos adiante.
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Figura 25 - Resultados da expressdo, purificacdo e delipidagdializados por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS - Page 15%: (1) padrdo GE desammoleculares; (2) pellet apds sonicagdo e
centrifigacdo; (3) extrato bruto — parte solUvehtes de passar pela resina de afinidade, (4xextra
bruto — parte soluvel — apés passar pela resir&idielade; (5) eluicdo imediata com tampao de
clivagem e DTT e (6) eluicdo apds descanso de f&stamncentrada em concentradores Millipore
de 10 kDa, sem delipidar; (7) Proteina delipidadm cCALBIOSORB, (8) Proteina delipidada
com POLIDOCANOL e (9) Proteina delipidada com PORIDANOL e CALBIOSORB.

Para investigarmos a influéncia da delipidacdondén®a clorocatecol 1,2-dioxigenase
foi realizado um estudo com quatro protocolos dgidacao: por resina CALBIOSORB,
com detergente nao-idnico (POLIDOCANOL), com detetg nao-ibnico e resina, e com
solvente organico (METANOL:CLOROFORMIO — 1:1), desrs na secdo de materiais e
métodos. Tais protocolos de delipidacdo foram aflest para a proteina estudada e foram
sugeridos pelo Prof. Dr. Pietro Ciancaglini, que apudou a estudar os melhores protocolos

para a enzima em questdo. A resina CALBIOSORB fmokiida por ser uma resina
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hidrofobica e insolivel mencionada na literatureapgilizacdo com a finalidade de eliminar
contaminantes organicos nao ligados, assim consoesains pesados e remover detergentes
de meio aquosa?J4 o detergente POLIDOCANOL foi escolhido por serdetergente ndo
ibnico e pelo fato de um estudo anterior ter mdstrgue detergentes i0nicos interferem na
estrutura protéica assim como na atividade enzimalé proteirfd. Ja os solventes organicos

foram escolhidos por ser o protocolo mais utilizpeloa delipidacéo de substancias.

Vérias preparacdes de expressdo e purificacdo din&nforam feitas a fim de
testarmos os protocolos de delipidacdo mencionddlosdos controles realizados ao final do
processo de delipidacdo foram experimentos de Crataina para verificarmos a influéncia
do protocolo em si sobre o grau de enovelamenttgipm Os espectros de CD da enzima
antes da delipidacdo e apos cada um dos protopal@s remocao de fosfolipidios estéo
mostrados na Figura 26. Dentre tais protocolos @lpidacdo, o protocolo com solvente
organico mostrou-se nao aplicavel, uma vez queacdasnaturacéao irreversivel de grande
parcela da amostra, ou seja, ha perda de mais%del8uantidade de amostra da proteina,
além de ocasionar a maior modificagdo na estratanaroteina, como podemos visualizar na

Figura 26.

Sem delipidar

- Delipidada com Polidocanol

Delipidada com CALBIOSORB

Delipidada com Polidocanol e CARLBIOSORB
Delipidada com Metanol:Cloroformio (1:1)

[0].10° (deg.cm®.dmol ™)

T T T T T T T T
200 205 210 215 220 225 230 235 240

% (nm)

Figura 26 - Espectros de dicroismo circular da Pp 1,2-CCD enp&® 20 mM Tris HCI, 50 mM NaCl, pH 8
obtida ao final dos protocolos de delipidacdozaiiios no presente trabalho.
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Através dos espectros de CD podemos visualizar @gieprocessos de
delipidacdo que utilizam POLIDOCANOL e CALBIOSOR&presentam uma mudanga
equivalente da estrutura secundaria da proteimand® esta a mostrar uma estrutura com
menosa-hélice e randémica e um aumento de f@havoltas; ja os processos que utilizam a
combinagédo de POLIDOCANOL e CALBIOSORB e solventeganicos, ocasionam uma
maior modificacdo na estrutura secundéaria da PICCR, o que pode estar relacionado com

o fato de estes serm protocolos mais agressivoseiipa.

Como mencionado anteriormente, o protocolo de idelgdio que leva solvente
organico tornou-se inviavel para utilizagéo, logmsseguimos com 0s outros trés protocolos
de delipidacdo e com a finalidade de verificar tatebdade térmica da Pp 1,2-CCD quando
submetida aos trés protocolos descritos em 3%Para tanto, fizemos uso da técnica de DSC

e o0s resultados sé&o apresentados a sequir.

Os termogramas de DSC podem ser visualizados naaFRy e alguns parametros
termodinamicos estdo mostrados na Tabela 4. Eostos casos, a proteina apresenta uma
Unica transi¢do, porém com variagbes tanto na tepa de melting quanto no grau de
cooperatividade. O valor de,yThdo se altera ou é apenas ligeiramente diminuids as
protocolos que utilizam POLIDOCANOL e POLIDOCANOL omuntamente com
CALBIOSORB, ao passo que é aumentado, com varitm@odo erro da medida, quando

usamos apenas a resina CALBIOSORB.
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Figura 27 - Termograma de DSC para o desenovelamento da eRpma#2-CCD em 20 mM Tris HCI, 50 mM
NaCl, pH 8, ap6s os protocolos de delipidagéo @esano texto.

A cooperatividade apresentada pela proteina quantdnetida aos processos de
delipidacdo pode ser monitorada quando da obtedgdargura a meia altura da curva de
transicao A T1/), como descrito na secéo 3.8'2Através desta grandeza, podemos observar
gue quando submetida aos processos de delipidagdoutijizam POLIDOCANOL, a
proteina mostrou-se com um grau de cooperatividaeleor (maior valor daT,,;) do que
aguele apresentado pela enzima sem delipidacaonaetogque quando se utilizou o processo
de delipidacdo apenas com a resina CALBIOSORB, @ejpra mostrou um grau de
cooperacao maior quando comparada com as citadasioamente, o que pode estar
relacionado ao fato das quebras na cadeia polipepté a flexibilidade das mesmas quando
da realizacéo dos protocolos de delipidacdo qua aLIDOCANOL.
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Tabela 4 -Par&dmetros termodindmicos obtidos para o desemogata da Pp 1,2-CCD quando submetida aos
protocolos de delipidacao.

Amostra Sem Delipidada com Delipidada com  Delipidada com
delipidar CALBIOSORB POLIDOCANOL POLIDOCANOL
e CALBIOSORB

Tm (326,210,2) (327,1+0,3) (325,4 £0,2) (325,7+0,5)
(K)

AT (5,4+0,2) (3,9+0,2) (6,3+0,1) (5,9+0,1)
(K)

AHca (123,1+0,2) (150,7+0,1) (124+1) (149,1+0,6)

(kcal/mal)
AS(tm) (0,377+£0,001) (0,461+0,002) (0,381+0,002) (0,458+0,001)
(kcal.mol"1K)

A estabilidade conformacional da proteina quandbmsiida & variacdo de
temperatura também pode ser monitorada atravésamac&o da entalpia calorimétrica do
desenovelamento térmicaH.a) 3. Através deste parametro termodindmico mostrado na
Tabela 4, observamos uma proteina com o comportarderdesenovelamento térmico muito
parecido com o da Pp 1,2-CCD sem delipidagdo quanitinamos apenas o detergente
aniénico POLIDOCANOL, enquanto que em ambos 0Sga®@s em que usamos a resina
CALBIOSORB (com e sem a utlizacdo concomitante dietergente anidnico
POLIDOCANOL), obtivemos um comportamento que difdos citados anteriormente. As
delipidacbes envolvendo a resina CALBIOSORB paredewar a uma proteina com

transicOes térmicas parecidas no que diz respsita &ariacdo de entalpia.

A variacao da entropia calorimétrica determinadéengeratura de melting £ € um
importante parametro termodindmico, pois estesresloelacionam-se com compensacoes
entalpico-entropicas e com diminuicdo de efeitadifimbico com aumento da temperatura.
Para calcular &Sy utilizamos a Equacéo 7 e os dados seguem na Tabégartir da
analise deste parametro, podemos visualizar vafoui® proximos de\Stm) para as Pp 1,2-
CCD antes e depois dos processos de delipidac@@®npocom pequenas variagdes. Assim,
podemos concluir que a delipidacdo que utiliza CKABORB, aumenta a entalpia e a

entropia da transicdo da Pp 1,2-CCD do estado &atwve@ara o estado desenovelado; logo,
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ao se realizar a retirada da molécula anfipaticardeina, a mesma se apresenta mais estavel

do que quando na presenca deste.

Uma vez determinadas as alteracfes na estruturgigh@al da enzima apds os
processos de delipidacdo, passamos, entdo, acoeséudua atividade enzimatica quando
submetida aos mesmos protocolos, tentando detarnaissim, o efeito da delipidacdo tanto
do ponto de vista estrutural quanto funcional. Rané foram utilizadas as mesmas amostras
com grau de pureza mostrados na Figura 25 e reslzaos ensaios cinéticos, em

espectrofotdbmetro como descrito na seccéo 3.5e€tados seguem na Figura 28.
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Figura 28 - Cinética da enzima Pp 1,2-CCD com seu substragzahtrealizada em tampao 20mM Tris HCI,
50mM NaCl em pH 8, através titulagdo de 13 plunha proteina a 19 uM em soluc¢des de catecol
num intervalo de concentracéo de 1 a 50uM em csilzitaguatzo de 1 mL (sem o ajuste tedrico
para nao prejudicar a clareza da imagem).

Uma analise qualitativa da Figura 28 permite olmeque as moléculas anfipaticas
realmente exercem um papel inibitério sobre a eazonasionando menor velocidade inicial
méaxima de reacdo para a enzima antes da delipid@géim fato interessante que € visto na
Figura 28 estd na forma das curvas de cinética @gaieasos antes e depois de retiradas as
moléculas anfipaticas. No caso da enzima antelij@dhcao, a curva cinética tem a forma

de uma hipérbole como seria esperado de uma @ngtie segue o modelo tradicional de



91

Michaelis-Menten (Equacdo 13). ApOs a delipidacdoforma da curva cinética parece
alterada principalmente para a regido de baixasetaracdes de substrato, ganhando ai um
aspecto curvado que torna o comportamento geralpdmais parecido com o de uma
sigmoide do que uma hipérbole. Curvas cinéticasipin sigmoidal $igmoid-likg sugerem

um mecanismo cinético alostérico em que a pres@agaoléculas anfipaticas tornaria mais
facil/dificil a ligagdo da molécula de substratdNossos dados de cinética confirmados
através de duplicata geram um dado fundamental garaole da atividade biolégica da
enzima. Por agora, realizamos 0s ajustes das ccinéticas acima com uma equacao do tipo

Michaelis-Menten e os parametros dai obtidos estégirados na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros cinéticos da enzima Pp 1,2-CCD antgsdg @s protocolos de delipidagdo, obtidos
ajustando-se as curvas da Figura 28 a uma hipérbole

Amostra  Sem delipidar Delipidada com  Delipidada com Delipidada com
CALBIOSORB  POLIDOCANOL  POLIDOCANOL
e CALBIOSORB

Vi (0,024+0,002) _ (0,057+0,01) (0,065+0,003) (0,056+0,002)
(nM.s™)
K (4,74%0,01) (7,49+0,02) (8,57+0,05) (6,53+0,2)
(uM)
Keat (48+2) (114+8) (130+7) (112+5)
(ush)

Realizamos até aqui, um estudo do que cada prodessielipidacédo utilizado até
agora pode causar na proteina estudada e, de mgeeal, pudemos notar que os protocolos
de delipidacdo diminuem a afinidade da proteina pebstrato, assim como, produzem uma
variacdo no | da proteina quando realizamos o processo de dmjigid apenas com
CALBIOSORB. No entanto, todos os protocolos utdiaa aumentam a velocidade maxima
da reacdo enzimatica, bem como modificam o regimeirtttica enzimatica, o qual aparenta
ndo mais se apresentar como uma reacdo enzimétibéictiaelis-Menten. Estes dados nos
sugerem, juntamente como 0s outros apresentados,ague fosfolipidio/acido graxo pode
ser responsavel por gerar uma regulacdo alostéaa@acao enzimatica catalisada pela Pp
1,2-CCD, ou seja, a ligacdo da molécula anfipatizdolsédo hidrofobico da proteina, deve

levar a uma mudanca conformacional que afeta adafle enzima-substrato e também a
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atividade enzimatica. Estes dados vem ao encontro as previsdes CITADINI et al, que
relatam o fosfolipidio/acido graxo como um regulada atividade enzimatics e também
com o que relata ESMANN*, onde os lipidios associados sdo essenciais pargem

estrutura nativa da enzima.

4.3 Estudo estrutural e funcional da Pp 1,2-CCD quando submetida a
diferentes forcas i6nicas e processos de delipidacao

A funcdo enzimética e a estrutura das proteinasmaer afetadas por interferéncia
de alguns fatores externos tais como: tempergplifaagentes quimicos, forca idnica, entre
outros.”**® Logo, com o intuito de se investigar a estabilel&&tmica, a estrutura secundaria
e a funcdo enzimética da proteina quando expostalgums fatores externos, além de
estudarmos a influéncia da delipidacdo da enzinstagecaracteristicas, nos colocamos a
estudar, a influéncia da forca ibnica do meio pgwa a Pp 1,2-CCD exerca sua funcao

catalitica, bem como, vir a interagir com modetoselares (que sera tratado na secao 4.4).

Realizamos o presente estudo utilizando apenasteaipa sem delipidar e delipidada
com CALBIOSORB, uma vez que o estudo da delipida@proteina apresentado na secao
anterior mostrou que cineticamente os trés protscaole delipidacdo sdo equivalentes e,
também, pelo fato de ndo querermos interferénciteyreas — no caso de detergente — ao

realizarmos mais adiante os estudos de interagéarioelas.

Iniciamos, entdo, nossos estudos quanto a inflaéte forca idnica na funcédo e
estrutura da proteina atravées de analise de diwoodsrcular mostrados na Figura 29.
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Figura 29 - Espectros de dicroismo circular da Pp 1,2-CCD amt&sos delipidacdo com resina hidrofébica.
(A) DSC da Pp 1,2-CCD em 20mM Tris HCI, 50mM Naé&ip pH 8. (B) DSC da Pp 1,2-CCD
em 20 mM Tris HCI, 0 mM NaCl, em pH 8.

Através da Figura 29 podemos visualizar que angzjuando em uma solucdo sem
sal, ou seja, sem forca idnica do meio - a nd@ spre pode ser minimamente realizada pelo
Tris HCI, que é utilizado para manter o pH da s&tu¢ se mostra com uma estrutura
ligeiramente distinta da proteina sem delipidara@niviente idbnico contendo 50 mM de NaCl,
em pH 8. Desta maneira, podemos inferir que a fiingiga do meio faz-se necessaria para
ajudar a estabilizacao das ligacdes responsavieiggprcao destas estruturas secundarias e a

flexibilidade das mesma¥

Realizada esta analise de estrutura secundarieotksina, seguimos para o estudo da
sua estabilidade térmica. Os termogramas obtidgsese na Figura 30. Tivemos uma
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duplicata de experimentos, com muito ruido devidana problema na rede elétrica do
laboratorio que diagnosticamos, poréem os dadosfodomn descartados uma vez que a
duplicata mostrou-se muito eficiente. Realizandotagral destes termogramas pudemos

obter os dados que seguem na Tabela 6.
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Figura 30 - Termograma de DSC para o desenovelamento da eRpriie2-CCD antes e apds delipidacdo com
resina hidrofébica. (A) DSC da Pp 1,2-CCD em 20 ifi$ HCI, 50mM NacCl, em pH 8. (B) DSC
da Pp 1,2-CCD em 20 mM Tris HCI, 0 mM NacCl, em pH 8
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Tabela 6 -Parametros termodindmicos do desenovelamento da2PPCD quando submetida a protocolo de
delipidacdo na presenca e na auséncia de sal.

Amostra Sem delipidar Sem delipidar Delipidada com Delipidada com
CALBIOSORB CALBIOSORB
(OmM NaCl)  (50mM NacCl) (OmM NaCl) (50mM NacCl)

1 (326,910,2) (326,210,2) (329,940,5) (327,1+0,3)
(K)
AT (5,6%0,1) (5,4+0,2) (3,45+0,1) (3,910,2)
(K)
AHcal (109,2+1,3) (123,1+0,2) (93,5+0,6) (150,7+0,1)
(kcal/mol)
AS(tm) (0,334+0,002) (0,377+0,001) (0,283+0,001) (0,4608Q)

(kcal.mol1°K)

Através destes dados fica nitido que a proteirmdm sofre delipidacdo por resina
hidrofobica mostra-se mais estavel do que quandensentra na presenca do lipidio se
analisarmos apenas o parametro da temperatura ltlegn@) e os dados de CD. Assim,
notamos que apesar de a enzima se mostrar esimgnta diferente nestes meios contendo
forcas ibnicas distintas, esta se mostra mais @stésmicamente, segundo estes dados. Ja
guando analisamos a entalpia necessaria para qua oo desenovelamento térmitH.,, a
estabilidade conformacional da proteina a Pp 1,BD-@®strou-se maior na presenca de sal
do que quando na auséncia do mesmo, o que fadsentiem ao encontro dos dados de CD
e a hipétese gerada ao analisar os mesmos, ougseja sal é responsavel por ajudar na

estabilidade das ligacdes que formam as estruse@sdarias presentes na enzifta.

Quanto ao grau de cooperatividade da enzima, ode ger analisado através do valor
de ATy, a enzima mostrou-se com o mesmo grau de coopdeate nos dois meios, quando
submetida a delipidacdo ou ndo. E a entropia dendeslamento térmico esta muito
proxima, apresentando pequenas variacdes, em aosbambientes ibnicos e estados sem
delipidar e delipidada, ou seja, o desenovelam#édtmico da Pp 1,2-CCD aparenta ser

entalpicamente dirigido.

ApoOs caracterizar a estabilidade da Pp 1,2-CCBesesnbientes idnicos, realizamos,

entdo um estudo da sua atividade cinética. Inicgam@mo anteriormente, realizando ensaios
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de atividade enzimatica em um espectrofotdmetro.chwvas obtidas destes ensaios sao
mostradas na Figura 31. Podemos citar que ambesissos foram realizados na mesma
faixa de concentracdo de substrato com a finalidklee comparar o comportamento da
enzima nestes dois ambientes e quando da suaddeBip. Os dados de cinética obtidos em
espectrofotdmetro foram ajustados por uma hipénepeesentativa da equacéao de Michaelis-

Menten (Equacéo 13) e os parametros obtidos segaéiabela 7.
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Figura 31 - (A) Cinética da enzima Pp 1,2-CCD com seu substratecol, realizada em tampéo 20 mM Tris
HCI, 50 mM NaCl em pH 8, através titulacdo deul3de uma proteina a 19 uM, em solucdes de
catecol num range de concentragcdo de 1uM a 50 pMubretas de quatzo de 1mL. (B) Mesmo
procedimento cinético realizado em tampé&o 20 mM HCl, 0 mM NaCl em pH 8.
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Tabela 7 -Parametros cinéticos da enzima Pp 1,2-CCD ante®® @protocolo de delipidagdo, na presenca e
na auséncia de sal, foram obtidos através deéoeesaimatico realizado em espectrofotdmetro e
ajustando-se as curvas da Figura 31 a uma hipérbole

Amostra  Sem delipidar  Delipidada com Sem delipidar Delipidada com
CALBIOSORB CALBIOSORB
(OmM NaCl) (OmM NaCl) (50mM NacCl) (50mM NacCl)
Vinax (0,023+0,04) (0,039+0,01) (0,024+0,002) (0,057+0,01)
(uM.s™)
Kwm (0,89+0,08) (1,81+0,02) (4,74+0,01) (7,49+0,02)
(M)
Kcat (46£3) (7814) (48+£2) (114+8)
(ns™)

Os parametros da tabela acima mostram que amagiessui uma mudanca grande de
afinidade pelo substrato quando n&o existe saluarsslucdo, diminuindo o parametro que
seria uma medida da constante de afinidade pekiratdy, Ky, em torno de duas vezes tanto
para a proteina sem delipidar quanto para a detipi@ aumentando a velocidade maxima de
reacao para quase o dobro. Isto pode se relacamnéato de neste ambiente a proteina se
encontrar com uma forca ibnica menor agindo sobramino4cidos que a constituem, ou
seja, a retirada de sal pode mexer com a cargardm®acidos que coordenam o sitio ativo,
ocasionando, assim um afinidade do substrato peiena, como podemos observar na Figura
31 e pelos dados da Tabeld%?®

O valor do parametrock também foi aumentado quando a proteina é submatida
processo de delipidacao, tanto na solucéo quercdN&CI, quanto para a que ndo o contém,
porém o valor de &; para a enzima que se encontra na presenca des@bmse maior que
na auséncia do mesmo. Comgykepresenta o numero de moléculas de substrato
convertidas a produto numa determinada unidadeedgd por uma Unica molécula de
enzima saturada pelo substrato, temos que a enmmnpaiesenca de sal € mais eficiente na
formacdo de produto, ou seja, na dissociacdo danenesm o produto do que a enzima na
auséncia de sal. Tal fato pode estar relacionadob&do da enzima pelo produto. Para
investigarmos tal hipotese, estudamos a inibicadcenisima pelo produto primeiramente
realizando ensaios de calorimetria da proteina cawlicbes acima e como descrito

anteriormente.
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A Figura 32 mostra os ensaios realizados parardgtacdo das entalpias de reacéo da
Pp 1,2-CCD sem delipidar e delipidada, como descrit secdo 3.6.1, nos dois ambientes
ibnicos estudados. Através da integracdo da argtasleurvas e da subtracdo da mesma do
calor de diluicdo do substrato utilizado (catecobfivemos as entalpias que seguem na
Tabela 8, cujos valores variam apenas discretanidatdro da margem de erro) para baixo

guando a enzima é delipidada nas duas condicéasndentracao de sal.
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Figura 32 - (A) Entalpia da Pp 1,2-CCD em 20 mM Tris HCI, 50 i\NAClI, pH 8. (B) Entalpia da Pp 1,2-CCD
em 20 mM Tris HCI, 0 mM NacCl, pH 8.
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Tabela 8 -Parametros cinéticos da enzima Pp 1,2-CCD ante®® @protocolo de delipidagdo, na presenca e
na auséncia de sal. Os valores\tt, foram obtidos integrando-se as curvas da Figura 32

Amostra Sem Sem Delipidada com Delipidada com
delipidar delipidar CALBIOSORB CALBIOSORB
(OmM NaCl) (50mM NacCl) (OmM NaCl) (50mM NacCl)
AHgp -(130£ 3) -(90+4) -(129+7) -(83+2)
(kcal/mol)

Para testarmos a hipétese de que o perfil cindacenzima poderia variar com a forca
ibnica do meio e com a delipidacdo, mostrando wagao mais lenta e a afinidade da enzima
pelo substrato diminuindo quando a forca idnican@@o diminui como mostrado na literatura
%638 realizamos um estudo de atividade cinética darenpor ITC — lembrando que o estudo
da mesma por espectrofotdmetro ja havia sido esdizz mostrou exatamente a hipotese
relatada acima. As cinéticas enzimaticas foramizadds de acordo com o procedimento
descrito na seccédo 3.6.2 e 3.6.4 e os resultadooslatravés de triplicada seguem mostrados

na Figura 33.
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Figura 33 - (A) Dados experimentais da velocidade de rea¢&iaajas a equacdo de Michaelis-Menten, sendo a
cinética realizada em tampédo 20 mM Tris HCI, 50 n@@Nem pH8, através de inje¢do multipla
(20 injecBes) de 1,25 pL de substrato a 572uM eBrpM de proteina — delipidada e sem delipidar
- inserida na cela. (B) Dados experimentais daciddmle de reacdo ajustados a equacao de
Michaelis-Menten, sendo a cinética realizada enp&m20 mM Tris HCl, OmM NaCl em pHS8,
através de injecdo mudltipla (20 injec6es) de 1,R%8l@ substrato a 572 uM em 100 pM de proteina —
delipidada e sem delipidar inserida na cela.

A Figura 33 nos mostra que quando na presencald@®anM NaCl) a enzima
aparenta ter um comportamento classico de Michiisten tanto da proteina sem delipidar
guanto da delipidada, o que difere dos dados abtiguando a cinética é feita no
espectrofotdmetro. A diferenca existente entresefdielos pode estar relacionada as diferentes
concentracbes de enzima utilizadas em ambos osrimgmos (0,5 uM para o
espectrofotometro e 100 pM para o ITC ), uma vez @uoncentracdo enzimatica utilizada

pode influenciar na atividade da enzima, como ael&fHNINGER e LOYAZ 39 61.62 34 5
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cinética em meio sem a presenca de sal, observamasnudanca interessante no tipo de
cinética executada pela Pp 1,2-CCD que passa deommportamento hiperbdlico com sinais
de inibicdo (diminuicdo da velocidade maxima ded@eaapos determinada concentracéo de
substrato) para a enzima antes da delipidacéoupan@adréo simplesmente hiperbdlico usual
com leve aumento da velocidade dentro da margerare Para melhor caracterizar as
cinéticas acima, realizamos um ajuste das curvasupma hipérbole representativa de
Michaelis-Menten, o que forneceu os parametrosdfpem cada caso e cujos valores estao

apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 -Parametros cinéticos da enzima Pp 1,2-CCD ante®® @ protocolo de delipidacao, na presenca e
na auséncia de sal. Os valores gg & Ky, foram obtidos através de ensaio enzimatico reddizm
um calorimetro, citado anteriormente, e ajustarasscurvas da Figura 33 a uma hipérbole.

Amostra Sem delipidar  Delipidada com Sem delipidar Delipidada com

CALBIOSORB CALBIOSORB

(OmM NaCl) (OmM NacCl) (50mM NaCl) (50mM NacCl)

Vi (1,510,8) (2,810,5) (1,010,01) (4,4+0,4)
(nM.s™)

Ky (1,4+0,7) (1,240,1) (2,4+0,3) (2,9+0,4)
(nM)
Keat (2625) (2815) (10£2) (45+7)
(ush)

Realizado este estudo da cinética enzimatica reepgca de meios com forgas ibnicas
distintas e apds protocolo de delipidacdo da Pf£LCD, partimos para o estudo da inibicdo
da enzima que aparece em alguns ensaios de cipétitaatica. Como pudemos ver através
dos ensaios realizados por ITC, a enzima aparemtangkida por alguma substancia que
aumenta sua concentracdo dentro da cela de reBg@s. hipoteses foram levantadas: a
substancia inibitéria da atividade enzimatica prdser tanto o substrato da reacdo, como
relatado por MELJ’, quanto o produto de reacéo. Passamos, entadisaanados os dados
conjuntamente e desta forma concluimos que: apiesas ensaios de cinéticas enzimaticas
por ITC mostrarem uma queda (inibicdo) da veloaddd reacédo em relacdo ao aumento da
concentracdo de substrato, os mesmos quando ckmizam espectrofotdmetro nao

mostraram tal queda de velocidade de reacgédo, sprElmo espectrofotometro conseguimos
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captar a velocidade logo no inicio da reacdo ertmm& montar um grafico da velocidade
inicial da reacdo em funcdo da concentracao ddrsibsDesta maneira, podemos inferir que
nesta faixa de concentracdo de substrato, a inilapfiesentada na cinética enzimatica por
técnica calorimétrica ndo estaria associada adrsatdsla reacdo. Assim, passamos a estudar
a segunda hipotese que geramos, ou seja, 0 prddutacdo seria, entdo, o responsavel por

tal inibicdo enzimatica.

Apéds determinarmos que a Pp 1,2-CCD é inibidaeeagpossibilidade mais provavel

€ a de que tal inibicdo se dé pelo produto da ceadécidimos investigar se tal inibicdo
realmente ocorre. Este tipo de evento pode sesiigaelo através de um experimento simples
de calorimetria utilizando-se trés injecbes conteadmesma quantidade de substrato. O
substrato em excesso foi, entdo, injetado na eknwstra, e a variagdo de calor produzida
pela degradacdo do mesmo foi monitorada até o fiaaleacdo, ou seja, até o retorno da
poténcia térmica instrumental para a linha de Iln@s&l, o que nos indica que o substrato
injetado na cela de amostra foi totalmente corde#m produto de reacdo. Apos esta etapa
a cela de amostra foi deixada em repouso por a#ecd4000 s com a finalidade de se
estabilizar o equipamento e uma nova injecao fizada. Nesta fase, o produto da reacéao ja
se encontrava na cela de reacdo, desta forma,némsbouvesse inibicdo pelo produto de
reacdo, o sinal deveria ser idéntico ao medido apgsmeira injecdo de substratd, ! 2
caso ocorresse a inibicdo seria visualizado um sm@&egunda e na terceira injecdo menor

gue o sinal gerado pela primeira injecéo.

A Figura 34 mostra o ensaio descrito anteriormesdéizado em tampao 20 mM Tris
HCI, 50 mM NacCl, pH 8. Podemos visualizar que dereg gerados pela conversdo completa
do catecol em acido cis,cis-muconico sdo diferengeprimeira, segunda e terceira injecao.
Tal diferenca fica mais evidente quando integraamsireas abaixo das curvas e obtemos,
entdo, a entalpia aparente para cada injecéo. dodzaFigura 34, foram obtidos os seguintes
dados para a proteina sem delipidac@dlap, = -(94£3), para a primeira injecaaHap, = -
(90+1), para a segunda injecaoAkl.p3 = -(85+2), para a terceira injecdo. Ja a proteina
delipidada, tivemosAHap: = -(83£1) para a primeira inje¢cadHap2 = -(80+2), para a segunda
injecao eAHaps = -(73+3). Estes dados levam-nos a inferir quecnlpto de reacao presente
na cela de amostra interfere na reacao enzimdiiténuindo a entalpia aparente de reacao, e
alterando a taxa de retorno da poténcia téermiaaha de base, tornando a reacdo mais lenta.

Ainda na Figura 34 podemos ver que a delipidage deuma cinética enzimatica com menor
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variacdo aparente de entalpia (Figura 34B) e comrmalocidade de reacéo indicada pela
volta mais rapida a linha de base instrumentaluf@@®4A — curva rosa).
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Figura 34 - Converséo completa do catecol em acido cis,cisdmiao realizada em tamp&o 20 mM Tris HCI, 50
mM NacCl, pH 8. (A) Calor gerado pelas trés injecdes/,5uL de uma solugéo 572M de catecol
dentro da cela de amostra contendo 100 nM de PEQ[ (B) Area integrada sob cada pico. Os
valores encontrados s&o o calor total de convels&@atecol em substrato, ou sejél.p,

Como realizamos um estudo quanto a interferéreitpita ibnica do meio na reacao
enzimatica, realizamos, também, a influéncia damagsa inibicdo da enzima pelo produo.
notério, ao compararmos os dados das Tabelas ue ® aumento da forca ibnica do meio
diminuia a entalpia aparente da reacao, bem cot@als parametros cinéticos da atividade

catalitica da enzima, tornando sua afinidade pdbstsato menor, assim como sua velocidade
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maxima da reacdo maiores. Quando comparamos, paréniicdo da enzima pelo produto
de reacao, visualizamos que apesar de a enzimaamostia diferenca na entalpia de reacao
guando comparamos 0s meios i6nicos distintos, a 1IPpCCD mostrou 0 mesmo
comportamento inibitério, ou seja, com o aumentccdiacentracdo de produto na cela de
reacao, ocorre uma diminuicdo na entalpia de reag@jue caracteriza inibicdo da enzima
pelo produto. Tal descricdo é baseada nos dadadosba partir da integral da curvas
termomeétricas da Figura 35, onde obtivemos parsoteipa sem delipidag&oAHap; = -
(128+3), para a primeira injecddHap, = -(123+3), para a segunda injeca\ldaps = -
(107+2), para a terceira injecdo. Ja a proteingidaba, tivemosAHap: = -(142+2) para a
primeira injecAoAHap2 = -(135+2), para a segunda injecadH,3 = -(133+£3). Desta forma
podemos observar que ha uma inversédo de tendémcjae pode estar relacionado a forca
ibnica do meio, apesar de novamente apds a dmiifid a reacdo acontece com taxa de
consumo do substrato maior do que observado pamaima contendo moléculas anfipaticas,
a entalpia necessaria para que a mesma aconteggaurgs maior do que quando na presenca

do lipidio, invertendo a situacéo que tinhamosrantaeente na presenca de sal.

Portanto, nossa hipotese de que o produto d@igesnzimatica seja o responsavel
pela inibicho da atividade da enzima mostra-se isiamge, porém seria de extrema
importancia realizar as cinéticas enziméticas resgnca deste produto para mostrar o

comportamento da cinética enzimatica na presersta.de
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Figura 35 - Conversao completa do catecol em &cido cis,cis-moadealizada em tamp&o 20 mM Tris HCI, 0
mM NacCl, pH8. (A) Calor gerado pelas trés injecdesr,5uL de uma solugéo 572M de catecol
dentro da cela de amostra contendo 100 nM de PEQ[. (B) Area integrada sob cada pico. Os
valores encontrados s&o o calor total de convels&@atecol em substrato, ou sejél.p,



106

4.4 Estudos da intera¢do da Pp 1,2-CCD com modelos micelares

E de nosso conhecimento que a Pp 1,2-CCD possusition hidrofobico no qual
encontra-se uma molécula com densidade eletréraogpativel a um fosfolipidios/acido
graxo ainda desconhecido. Realizamos ao decorrapsi& trabalho uma caracterizagédo da
enzima quando na presenca e na auséncia destaufapléomo resultado de alguns
protocolos de delipidacdo distintos, e em meiosfalea idnica diferentes. Desta forma,
pudemos observar que tanto a forca i0nica do meanmtq a delipidacdo da Pp 1,2-CCD
geram modificacdes na estrutura, na desnaturagc@oatividade da enzima, ao passo que a

coordenacao do sitio ativo aparenta ndo ser aéterad

Agora interessa-nos estudar a provavel interagoprdteina Pp 1,2-CCD com
modelos micelares. Esta hipotese fora levantada pesperada presenca de moléculas
anfipaticas na interface do dimero que constitestautura da Pp 1,2-CCE’ Ou seja, se ha
uma molécula com tais caracteristicas na estra@menzima, interessa-nos saber o seu papel
sobre a catdlise enzimatica (abordado nas sec@mtoaes), mas também suscita a indagacao
acerca de um provavel mecanismo regulatério quelessse a interagdo com membranas
biologicas. Sendo assim, escolhemos o sistema mondt membranas mais simples com o

gual se pode trabalhar, qual seja micelas de B$alfpidios.

Iniciamos nosso estudo realizando as medidas de ¢ banda-X, a temperatura
ambiente (~ 25°C), em capilar de vidro inserido em tubo de quartzo, sistema que é
colocado e centralizado na cavidade de amostrandsta inicialmente foi preparada em
tampao 20 mM Tris HCI, 50 mM NaCl, pH 8 e na pragdar 1:100 de proteina:lipidio, ou
seja, para cada 1 molécula de proteina, temos blculas de lipidios disponiveis para que
ocorra a interacdo. As solucdes de amostra forapapadas como descritas na secéo 3.2.2 e
estas foram, entdo, submetidas as medidas de RessoiParamagnética Eletronica (RPE),

cujos resultados seguem mostrados na Figura 36.

A Figura 36 mostra um perfil de espectros de r&gstia para micelas contendo
moléculas do acido estearico marcadas com o radiicékido*® Os espectros apresentam
trés linhas representativas das transi¢cdes domtetesemparelhados quando em contato
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com um campo externo e com um campo de radiacaexqguee uma perturbacdo no sistema.
Podemos, ainda, notar que o marcador de spin emesmtincorporado as micelas de
lisolipidios, uma vez que ndo temos espectros decadar livre em nenhum dos casos

(caracterizados por linhas muito estreitas e dgmgitiades proximas).

——LPG + SPIN LABEL
— LG+ SPIN LABEL»CCD sem delpidar
—— PG + SPIN LABEL + CCD defipidada com CALBIOSORE
T T T T T u
3220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnético (G)
—LPC LPG (11 + SPIN LABEL
=——LPC: LPG (1:1) + SPIN LABEL+CCD sem delipidar
——LPC. LPG (1:1) + SPIN LABEL+ CCD daspidacs com CALBIOSORE
T T T T T 1
I220 3240 3260 3280 3300 3320
Campo Magnetico (G)

— P SPIN LABEL

=P+ 5PN LABEL+CCD sem despidar

——LPG + 5PN LABEL+ CCD dalipidada com CALBIOSORE
T T

T T T 1
3220 3240 3260 280 3300 3320
Campo Magnético (G}

Figura 36 - Espectros de RPE das sondas 5-SASL e 16-SASL emlosodhicelares na auséncia (linha preta),
na presenca (linha azul) da enzima Pp 1,2-CCDpresenca da enzima Pp 1,2-CCD delipidada por
CALBIOSORSB (linha rosa). Ensaio realizado com@ de CCD em uma razéo proteina:lipidio de
1:100, em tampé&o 20 mM Tris HCI, 50 mM NaCl, pH 8.
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Os espectros mostrados na Figura 36, tanto (Antg (B) e (C) mostraram os perfis
descritos acima e como ndo foram visualizado nuaijies no perfil de nenhum dos
espectros, podemos inferir que nenhuma interagdweacentra a Pp 1,2-CCD e os modelos

micelares utilizados nas condi¢des descritas acima.

Continuando nossos estudos, realizamos outro edsaiaoteracdo com os modelos
micelares, porém, em forca ibnica distinta do piimeRetiramos, aqui, 0 sal da amostra e
procuramos por alteragfes espectrais que indicagsenpossivel interacdo. A Figura 37 nos
mostra 0s espectros obtidos através dos quais padeisualizar uma pequena interacdo da
enzima quando neste ambiente e quando a proteieraceatra delipidada. Esta interacdo se
mostra como uma pequena modificacdo no perfil ¢@atso que pode ser visualizado nas
pates (B) e (C) daquela figura. Além disso, podemiasir que a interacdo da enzima com 0s
modelos micelares esta relacionada a interacOgsstiicas, uma vez que a forca idnica do
meio modifica esta interagat:>’>®

Os espectros apresentados sugerem que ha umecéotezatre a Pp 1,2-CCD e
modelos micelares de lisofosfolipidios. No traballeoMELO e colaboradoréd n&o foram
observadas alteracbes em espectros de marcadorspirdenseridos em lipossomos de
constituicdes fosfolipidicas diversas. Tomados wa@amente esses dados sugerem que a
interacdo entre a Pp 1,2-CCD e vesiculas lipidicasp ocorra, necessita da presenca de
vesiculas carregadas e com maior fluidez e/ou mand@namento das cadeias carbodnicas dos
lipidios (dou pelo menos de dominios em lipossomos tais caracteristicas). Se uma
possivel interacédo é realmente funcional para 4, P& CD é uma questdo ainda em aberto e
gue se valera bastante de estudos em continuidaééea ja iniciados em nosso grupo.
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Figura 37 - Espectros de RPE das sondas 5-SASL e 16-SASL emlasodhicelares na auséncia (linha preta),
na presenga (linha azul) da enzima Pp 1,2-CCDpresenca da enzima Pp 1,2-CCD delipidada por

CALBIOSORSB (linha rosa). Ensaio realizado com@b de CCD em uma razao proteina:lipidio de
1:100, em tampé&o 20 mM Tris HCI, 50 mM NaCl, pH 8.
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5 CONCLUSOES

O trabalho aqui apresentado teve como foco o edadafluéncia de moléculas de
fosfolipidio/acido graxo na estabilidade e funciaede da enzima Pp 1,2-CCD. Nossa
contribuicdo para tanto se baseia na determinagsiparametros de cinética enzimatica, bem
como parametros termodinamicos da estabilidade ndama em questdo, utilizando um
conjunto de técnicas fisico-quimicas aqui descri#agjue tem se mostrado de muita

importancia.

Através de uma caracterizagdo pudemos verificar guenzima com a qual
trabalhamos mostrou-se ativa, com atividade espacifroxima da citada por referéncias
literarias. A Pp 1,2-CCD mostrou n&o ter grandes perdastdet@s secundaria com relacéo
a variacao de temperatura, como foi visto por daggoados por CD. Além disso, foi utilizada
a técnica de DSC para fazermos uma caracterizeg@stdbilidade térmica da proteina, a
qual mostrou-se analoga aquela realizada por MEL@\ enzima apresentou apenas um
estado de transicdo em torno de (326,2+0,2) K, lengrau de cooperatividad&T,,, de
(5,4+0,2) K quando comparado aos resultados obfidosSANTOS*® e uma contribuicdo
entalpica para que seu desenovelamento ocorra pegteena (0,377+0,00§cal.mol1°K).

A atividade enzimatica da Pp 1,2-CCD apresentowce® 0 mesmo perfil cinético

visualizado por MELO e BRODERICK & O’'HALLORAN" *’, bem como uma aparente

inibicdo foi observada para esta através dos erpetbs de ITC, a qual atribuimos aqui, ao
produto. Porém, a inibicdo pelo substrato aindafodescartada uma vez que mais estudos
serdo necessarios para dirimirmos esta divida. tAcg@ da existéncia de mecanismos
naturais de inibicdo da enzima e sua caracterizagéarelevantes quando se almeja o0 uso
tecnoldgico da Pp 1,2-CCD, assim, nossos dadostaepdal caracterizacdo e sua extenséo a
outros substratos pode abrir novas possibilidades mecanismos de controle da atividade

biolégica da enzima.

ApoOs essa caracterizacdo da Pp 1,2-CCD, voltamoanestudar a influéncia da
molécula hidrofébica encontrada no sitio de ligagad’p 1,2-CCD. Nosso estudo levou-nos
a supor que a fungdo enzimatica da Pp 1,2-CCD téatada alostericamente pela presenca de
tal molécula, aumentando a afinidade pelo substiaon como sua velocidade inicial
maxima de reacdo quando da retirada desta moléarafébica. Outras caracteristicas da

enzima foram modificadas quando na auséncia dedtxula, dentre elas pudemos constatar
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uma estabilidade térmica mais alta do que quandpresenca deste (retirado com resina
hidrofébica), assim como a cooperatividade entraromoacidos da proteina. A entalpia e a
entropia da transicdo da Pp 1,2-CCD do estado &adwepara o estado desenovelado,
também aumentam; logo, ao se realizar a retiradfosfolipidio da proteina, a mesma se
apresenta mais estavel do que quando na presesiga Nessos dados sugerem, entdo, que
fosfolipidio/acido graxo pode ser responsavel parauregulacdo alostérica da reacao
enzimética catalisada pela Pp 1,2-CCD, ou sejaigacdo do fosfolipidio no bolsdo
hidrofébico da proteina, deve levar a uma mudamgdocmacional que afeta a afinidade
enzima-substrato e também a atividade enzimaticameovem ao encontro das previsdes de
CITADINI et al, que relatam o fosfolipidio/acidoayo como um regulador da atividade
enzimatica’® e também com o que relata ESMANR, onde os lipidios associados sdo

essenciais para manter estrutura nativa da enzima.

Outra caracteristica importante a ser estudadaradede nosso trabalho era a
interferéncia do meio na fungcdo enzimatica. Realza um breve estudo da influéncia da
forca ibnica na atividade catalitica e estabilidemica da enzima, através do qual pudemos
inferir que a presenca de forca idnica modifica imamente a estrutura secundaria da
enzima, bem como a estabilidade térmica da protewa compararmos os dados de
estabilidade térmica da proteina antes e apoOsidiigio nos meios idGnicos distintos e
utilizarmos parametro da temperatura de melting @ os dados de CD, fica nitido que a
enzima apresenta-se mais estavel na auséncia dgulaolhidrofébica. Enquanto que se
analisamos a entalpia necessaria para que ocorrdesienovelamento téermicAHc,, a
estabilidade conformacional da proteina a Pp 1,D-@@strou-se maior na presenca de sal
do que quando na auséncia do mesmo, o que veiocaoteo dos dados de CD e a hipbtese
gue geramos ao analisar os mesmos, ou seja: qua é sesponsavel por ajudar na

estabilidade das ligacdes que formam as estruse@sdarias presentes na enzitha

Como perspectivas que se colocam para trabalhosofjt podemos citar: novos
experimentos poderiam ser realizados em relac@ibggdo da enzima utilizando substratos
gue preenchessem completamente seu bols&o catatihimo o clorocatecol, na tentativa de
dirimir as duvidas quanto a influéncia do substraoatividade enzimatica; um estudo mais
sistematico da influéncia da forca ibnica na esteue funcdo da Pp 1,2-CCD; busca por
condicbes que maximizem a interacdo da Pp 1,2-C&@D mmodelos de membrana, além de

realizar medidas de atividade da enzima na prestess®es modelos de membrana.
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