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(6]
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ATP

BLAST

DLS
DMSO
DO
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EDTA
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IPTG
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NCBI

Ni-NTA

Coeficiente de extincao molar;

Comprimento de onda;

Elipticidade;

Persulfato de amonio;

Adenosina 5'-tri-fosfato;

(Basic Local Alignment Search Tool) ferramenta de procura por
alinhamento basico local. Este programa compara seqiéncias de
nucleotideos (BLASTN) ou de aminoacidos (BLASTp);

Espalhamento dinamico de luz;

Dimetil sulfoxido;

Densidade optica;

Acido desoxirribonucléico;

Ditiotreitol;

Acido etilenodiaminotetracético;

Acido etilenoglicoltetraacetato;

Cromatografia liquida de proteinas por pressao (Flow Protein Liguide
Chromatography);

Cloridrato de guanidina;
Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo;
Meio de cultura Luria Bertani;
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron;
Comprimento do caminho 6tico;

Peso médio do residuo;

(National Center for Biotechnology Information): site que integra varios
recursos de biotecnologia;

Acido niquel-nitrilotriacético;
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PSORT
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Tm
Tween 20

U
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Xf

EMR

(Open Reading Frame): Janela Aberta de Leitura; é a seqiiéncia de
nucleotideos que codifica os aminoacidos de uma proteina;

Periodo de aproximadamente 16 horas;

Pares de bases;

Reacao em cadeia da DNA polimerase;

Protein Data Bank;

Polietilenoglicol;

Potencial hidrogenibnico;

(Prediction of Protein Sorting Signals and Localization Sites in Amino
Acids Sequences): programa de computador que prevé a localizagao

celular de proteinas;

(pathovar): indica a espécie de planta que a variante da bactéria
infecta. No caso pv. citri ataca plantas citricas;

Raio de giro;

Dodecil-sulfato de sddio;

(sodium  duodecyl-sulphate  poliacrilamide gel electrophoresis)
eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de duodecil-sulfato
de sodio;

Meio de cultura Terrific Broth;

Temperatura média de transicao;

Monolaurato de polioxietileno (20) sorbitano;

Unidade enzimatica de restricao (1U); definida como a quantidade de
enzima necessaria para clivar completamente 1ug de DNA do

bacteriéfago A, em 1 hora, na temperatura étima de atividade da
enzima (em geral 37°C);

Xanthomonas axonopodis pv. Citri;
Xylella fastidiosa,

Elipticidade molar residual.
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Resumo

Aminopeptidases realizam a clivagem de residuos de aminoacidos de
peptidios e proteinas. Elas estdo presentes em todos o0s organismos e
desempenham importantes papéis em processamento de alimentos, maturacao de
proteinas pela eliminacao do residuo de metionina N-terminal, patogenicidade e
muitos outros processos celulares. Neste trabalho foi realizada a clonagem,
expressao, purificacao e caracterizacao de uma prolina iminopeptidase de Xy/lella
fastidiosa (Xf1510) e de uma aminopeptidase de Xanthomonas axonopodis pv. citri
(Xac2987). Estes dois genes foram anotados como provaveis prolina
iminopeptidases. Ambos foram clonados em vetor de expressao PpET15b,
expressados em Escherichia coli, e purificados na fracao solivel em um passo por
cromatografia a metal imobilizado (IMAC). Ensaios de atividade enzimatica
confirmaram que a Xf1510 é uma prolina iminopeptidase, e que a Xac2987 é uma
aminopeptidase de amplo espectro e ndao uma prolina iminopeptidase como foi
anotada no banco de dados, sendo capaz de catalisar a remocao de diferentes
aminoacidos de substratos sintéticos. Os espectros de dicroismo circular das
enzimas mostram que ambas podem ser incluidas na familia das o/p hidrolases e
que estao enoveladas. A proteina Xf1510 apresenta maior atividade na faixa de pH
entre 7,5 e 8,5. A temperatura 6tima para hidrdlise de prolina foi 45°C. O pH
otimo para a atividade enzimatica da proteina Xac2987 foi encontrado na faixa de
pH de 6,5 e 7,5; sendo o pH 6timo 6,6. Neste pH a temperatura 6tima para a
hidrdlise de alanina foi encontrada a 40°C. Estudos estruturais com relagao ao pH
e estabilidade térmica das proteinas foram acompanhados por dicroismo circular.
Estudos de desnaturacdo térmica e quimica indicam que as proteinas Xf1510 e
Xac2987 apresentam estados intermedidrios antes de atingirem o

desenovelamento maximo.

XXX1il



Abstract

Aminopeptidases release the N-terminal amino acid residue from
polypeptides and proteins. They are present in all organisms and play several
important roles in food processing, maturation of proteins by elimination of the N-
terminal methionine, pathogenicity and many other cellular processes. We report
here, the cloning, expression, purification and characterization of a proline
iminopeptidase from X. fastidiosa (Xf1510) and a broad specificity aminopeptidase
from X. axonopodis pv. citri (Xac2987). These two genes have been annotated as
putative proline iminopeptidase. Both genes were cloned into the PpET15b
expression vector, expressed in £Escherichia coli, and purified to apparent
homogeneity in one step by IMAC. The protein was expressed in the soluble
fraction and could be purified in one step by IMAC. Enzymatic assays confirmed
Xf1510 as a PIP, and Xac2987 as a broad spectrum aminopeptidase, being able to
catalyze the removal of different synthetic substrates. The circular dichroism
spectrum allowed us to classify the proteins as part of the o/p hydrolyses family.
Structural studies with pH dependence and thermal stability were preformatted by
circular dichroism. The Xf1510 protein presents greater activity in the range of pH
between 7,5 and 8,5. The optimum temperature for prolina hydrolysis was 45°C.
The pH optimum for the enzymatic activity of the Xac2987 protein was found in
the range of pH of 6,5 and 7,5; being pH optimum 6,6. In this pH the temperature
for alanine hydrolysis was found to 40°C. Structural studies with regard to pH and
thermal stability of proteins had been followed by circular dichroism. Studies of
thermal and chemical denaturation indicate that the proteins Xf1510 and Xac2987

present intermediate states before reaching the maximum unfolding.
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1. Introducgao

As enzimas proteoliticas, também chamadas proteases, proteinases ou
peptidases, pertencem ao grupo das hidrolases as quais tém em comum o
envolvimento da agua na formacao do produto. As proteinases catalisam a reacao
de hidrdlise das ligacOes peptidicas das proteinas e peptideos, ocorrendo a
transferéncia de componentes do substrato para a agua (Whitaker, 1994). Estes
tipos de enzimas estdao presentes em todos os organismos onde realizam uma

grande variedade de fungoes.

1.1. Classificacao das peptidases

As peptidases podem classificar-se segundo varios critérios. De acordo com
a posicao da ligacdo peptidica a ser clivada, dividem-se em endopeptidases,
quando clivam ligagdes peptidicas no interior das proteinas, e exopeptidases,
quando clivam ligacOes peptidicas nos extremos das proteinas. Estas ultimas
dividem-se por sua vez em aminopeptidases, que liberam residuos amino-

terminais, e carboxipeptidases, que liberam residuos carboxi-terminais (Figura 1).

2 1 3

| ! !

H,N X1 X2 X3 X4 X5 X6 COOH

Figura 1. - Classificacao das peptidases. Endopeptidases clivam ligagdes peptidicas no
interior do polipeptideo (1). Exopeptidases clivam residuos na extremidade N-terminal (2) ou na
extremidade C-terminal (3) de peptideos, sendo denominadas de aminopeptidases ou
carboxipeptidases, respectivamente.

Um outro critério muito usado corresponde ao residuo catalitico que as
diferentes peptidases utilizam na quebra da ligacdo peptidica. Segundo este
critério estas enzimas dividem-se em serino-peptidases, cisteino-peptidases,

aspartato-peptidases, treonina-peptidases e metalo-peptidases. Além destes
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também existe um grupo de peptidases cujo mecanismo catalitico € ainda

desconhecido que sdo chamadas hipotéticas.

1.2. A nomenclatura de Schechter e Berger

Outra maneira de classificar as peptidases é segundo a nomenclatura
introduzida por Schechter e Berger em 1967, que descreve a interacao do
substrato com a protease. Atualmente tém sido bem utilizada na literatura. Neste
sistema, considera-se por convengdo, os residuos de aminoacidos de um
polipeptideo ligado ao sitio ativo da enzima. Por convencdo, estes subsitios na
protease sdao chamados S (para subsitios) e os aminoacidos do substrato sao
chamados de P (para peptideos). Os residuos de aminoacidos do N-terminal da
regido da ligacao sao numerados por P3, P2, P1 e aqueles residuos do C-terminal
sao chamados: P3’, P2’ e P1. Os residuos P1 ou P1’ sao aqueles residuos
localizados préximos a regidao de corte da ligagdo. Os residuos ao redor da
clivagem podem ser numerados até P8. Os subtipos na protease que
complementam a ligagao ao substrato podem ser S3, S2 e S1 e os subtipos do N-

terminal podem ser S3’, S2’ e S1'.

Nomenclatura:de Schechter.e Berger
N Clivagem da ligagao
|

Substrato P

Enzima ‘ 3

Figura 2. - Nomenclatura de Schechter e Berger (Schechter e Berger, 1967).
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1.3. Importancia biotecnoldgica

As enzimas proteoliticas sao de grande valor comercial, € sao amplamente
utilizadas nas industrias de biotecnologia. Na industria de alimentos sdo usadas
nos processos de fermentacao e producao de alimentos, na producao de gelatina
hidrolisada e leite de soja (Workman et a/, 1986). Também s3ao usadas na
clarificacdo de sucos através da hidrdlise das proteinas solUveis neles contidas em
altas concentragdes, as quais provocam turbidez e formacao de sedimentos
indesejaveis durante a estocagem (Dawes et al, 1994). Na industria de
panificacao, sao utilizadas para a producao da massa macia, com o resultado da
hidrdlise do glaten. Na fabricagdo de queijos as proteinases sdo empregadas para
maturacao e desenvolvimento da textura e do sabor, pela acumulacao lenta de
peptideos de sabor amargo gerados pela acao dessas enzimas (endopeptidases)
na beta-caseina do leite (Visser, 1993; Poolman et a/, 1995). Na industria de
carnes, as proteinases sao utilizadas para tenderizagao e condicionamento, com o
emprego das tio-proteases (Donaghy & Mackay, 1993) e para o melhoramento de
alimentos para animais (Lyons, 1988). Outro emprego importante das proteinases
é a utilizacdo da termolisina produzida pelo Bacillus thermoproteolityticus para a
producao de aspartame, um dipeptideo usado como adocante (Lu & Chang, 1996).
Ao lado das industrias de alimentos, as proteinases sao amplamente empregadas
em detergentes, na producao de papel (Steele & Stowers, 1991; Ludlow & Clark,
1991; Donaghy & Mackay, 1993; Manonmani & Richard Joseph, 1993; Phadatare
et al., 1993; Bhosale et al, 1995), na industria de couros (George et a/., 1995) e
na producao de cervejas para hidrolise das proteinas responsaveis pela sua
turvacao (Bilinski et a/, 1987 e 1988; Donaghy & Mackay, 1993; Ogrydziak, 1993).

1.4. Aminopeptidases
Aminopeptidases sao exopeptidases que catalisam a clivagem de
aminoacidos da extremidade N-terminal de proteinas ou peptideos. Estas enzimas

estao presentes em todas as células de procariotos e eucariotos. Sua atividade é
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muito elevada, o que pode indicar sua importancia no metabolismo de organismos
vivos. Aminopeptidases compreendem um numeroso e diferenciado grupo de
peptidases. De acordo com a classificacao da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular de enzimas, as peptidases, incluindo aminopeptidases, sao
divididas em familias de acordo com homologia da seqiiéncia primaria e a
seqiéncia de grupos funcionais participantes da catdlise, e dentro de clas de
acordo com a similaridade da estrutura quaternaria e a seqiiéncia de aminodacidos
ao redor do sitio ativo (Rawlings & Barrett, 1993). Além disso, especificidade ao
substrato, mecanismo de catdlise, sensibilidade a bestatina, localizacao subcelular
e pH 6timo sao geralmente usados na literatura como parametros de classificacao.
A divisdo de bactérias é feito usando-se letras exemplo: A, N, C e P baseado nas
propriedades moleculares e cataliticas. Algumas aminopeptidases sdo bastante
especificas, sendo o nome formado dependendo da especificidade ao substrato,
por exemplo: metionina aminopeptidase ou arginina aminopeptidase (Taylor,
1993; Gonzales e Robert-Baudouy, 1996).

1.5. Mecanismo de catalise enzimatica das aminopeptidases

Devido ao mecanismo de catdlise e a estrutura do sitio ativo,
aminopeptidases podem ser subdivididas dentro de trés principais grupos
cataliticos em: metalo-aminopeptidases, cisteino-aminopeptidases e serino-
aminopeptidases.

Metalo-aminopeptidases formam o mais numeroso dos trés grupos,
compreendendo 60% dessas enzimas. Este grupo tem sua atividade inibida por
compostos quelantes de metal tais como EDTA, bestatina e amastatina. A ligacao
de metal ocorre com mais freqiiéncia a dois residuos de histidina e a um residuo
de acido glutamico. A catdlise requer, a parte de metais ligantes, no minimo um
aminoacido, geralmente acido glutamico, arginina ou lisina. O mecanismo da ac¢ao
catalitica dessas enzimas ainda ndo é totalmente esclarecido.

Cisteino-aminopeptidases contém grupos SH de cisteina e mais

freqlientemente residuos de histidina, asparagina e acido glutdmico no sitio ativo.
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Em contraste com as metalo-aminopeptidases, elas nao contém um ion como co-
fator na sua estrutura. As reacoes acontecem com um ataque do enxofre no grupo
sulfidrila da carbonila na ligacao peptidica. Estas enzimas sdo inibidas por
iodoacetamida, iodoacetato e p-cloromercuriobenzoato (pCMB). A atividade é
diminuida por alguns inibidores de serina tais como: TLCK, TPCK, leupeptina e
antipaina. Ativadores deste grupo sao: cisteina, ditiotreitol (DTT) e alguns agentes
quelantes como EDTA. Este grupo de enzimas é muito melhor entendido do que as
metal-dependentes.

Serino-aminopeptidase ¢ o grupo menos numeroso dentre as
aminopeptidases sendo representado por subtilisina e tripsina (Rawlings & Barrett,
1994). Inibidores de serino-aminopeptidase sao diisopropil fluorofosfato (DFP) e
fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF). Serino-aminopeptidases sdao também inibidas por
cetonas, mas estes nao sdo inibidores especificos de serino-aminopeptidases, uma
vez que inibem também cisteino-aminopeptidases. Dentre as serino-
aminopeptidases estdo as prolina aminopeptidases, também chamadas de prolina
iminopeptidases (PIP), contendo a triade catalitica composta por uma serina, uma
histidina e um acido aspartico no sitio ativo (Kitazono et al, 1994; Morel et al.,
1999) e as D-aminopeptidases que apresentam quatro residuos no sitio ativo (trés
de serina e um de lisina). A lisina desempenha o papel de receptor de prétons
durante o ataque nucleofilico do grupo hidroxi-serina na carbonila da ligacao
peptidica (Asano, 1998; Fanuel et a/, 1999; Asano e Lubbehusen 2000; Komeda et
al., 2003).

1.6. Especificidade ao substrato

De acordo com a especificidade ao substrato as aminopeptidases podem ser
subdivididas em dois grupos: pouco especificas e as que sao muito especificas.
Aminopeptidases pouco especificas sdo capazes de catalisar a quebra de diferentes
residuos de aminoacidos da extremidade N-terminal, enquanto que as
estreitamente especificas sdo capazes de catalisar a clivagem a somente um tipo

de residuo de aminoacido. As aminopeptidases sdo enzimas estéreo-especificas
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hidrolisando na maioria das vezes, formas de L-aminoacidos da extremidade NH,

dos substratos. A excecdo é a D-aminopeptidase de O. anthropi que realiza a

quebra de residuo N-terminais de glicina, D-alanina e D-serina (Asano, 1998;
Funuel et al., 1999).

Aminopeptidases que apresentam maior especificidade ao substrato, sao

divididas em seis grupos de acordo com o residuo clivado:

v

Metionina aminopeptidases sao chamadas de aminopeptidases M. Estas
sao enzimas que preferem substratos que contenham na extremidade N-
terminal da cadeia peptidica uma metionina. Aminopeptidases M de £. colie
Bacillus subtilis foram bem caracterizadas (Nakamura et a/, 1990; Roderick
e Mattews, 1993).

Aspartato aminopeptidase A também chamada de glutamil
aminopeptidase. Enzimas deste grupo apresentam especificidade por
residuo de acido aspartico (Exterkate e de Veer, 1987; Bacon et al., 1994).
Pirolidone carboxil peptidases (pirase) preferem substratos contendo
acido piroglutamico com o qual forma espontaneamente ciclizacdo
intracelular de acido glutamico (Doolittle, 1970).

Arginina aminopeptidases tém preferéncia por substratos que
apresentam residuo de arginina. Estas proteases foram isoladas de
Streptococcus e E. coli (Ishino et al., 1987; Foderus et al. 1990; Godstein et
al., 2002; Jobin e Grenier, 2003).

Aminopeptidases P clivam prolina da posicao P1’ do substrato.
Aminopeptidases P foram obtidas de Streptomyces lividans e Salmonella
typhimurium (McHugh e Miller, 1974; Butler et al., 1993; Butler et al, 1994;
McDonnel et al., 1997).

Prolina aminopeptidases ou prolina iminopeptidase (PIP). Estas
enzimas sao muito especificas e apresentam preferéncia por substratos que
contenham uma prolina na posicao amino-terminal. Exemplos de PIPs sao:
as aminopeptidases de £. colj da bactéria do género Lactobacillus e
Artrobacter nicotianae (Kunji et al., 1996; Smacchi et al., 1999).
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A especificidade destas aminopeptidase ndao é somente determinada pela
presenca de um Unico residuo de aminodacido na Ultima posicao no N-terminal, mas
também nas posicoes seguintes. Prolina iminopeptidases hidrolisam ligacoes
peptidicas em substratos contendo prolina na posicdo N-teminal em condicdes
onde nem lisina, nem fenilalanina sejam o préximo residuo de aminoacido na

cadeia polipeptidica (Yoshimoto et a/., 1983).

1.7. Papel fisiologico das aminopeptidases bacterianas
Bactérias mostram diversas atividades aminopeptidasicas distribuidas no

citoplasma, nas membranas interna e externa e associadas com a parede celular.

1.8. Degradacao de proteinas e peptideos

Estas enzimas desempenham um papel importante na nutricao e aquisicao
de aminoacidos essenciais para as bactérias. Além disso, a liberacao de
aminoacidos de proteinas e pequenos peptideos tém um papel predominante na
utilizagao de fontes de nitrogénio.

As proteinas intracelulares sdo constantemente renovadas durante o ciclo de
crescimento e existe um equilibrio dindmico entre a sintese e o catabolismo de
proteinas (reciclagem protéica). As aminopeptidases estdo envolvidas nos estagios
finais da degradacao das proteinas em aminodacidos livres. Este fendmeno foi
observado em diferentes condicOes fisioldgicas, fase exponencial e estacionaria de
crescimento, assim como em condicOes limitantes de fontes de carbono (Yen et
al.,, 1980 a,b). As mesmas enzimas também estao envolvidas nos estagios finais da

degradacao de proteinas anormais (Miller et al., 1974).

1.9. Maturacao de proteinas

Aminopeptidases foram relacionadas com a maturagao de precursores de
proteinas (Miller et al., 1974; Miller et al., 1975). A metionina aminopeptidase é
responsavel pela eliminacdo da metionina N-terminal de cadeias polipeptidicas
recém sintetizadas (Roderick et a/, 1993; Ben-Bassat et al, 1987). Esta
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aminopeptidase mostra uma especificidade restrita para metionina na posicao P1,
mas a clivagem é funcao determinada pelo aminoacido adjacente ao residuo de
metionina (P1"). Como resultado, algumas proteinas maturas possuem um residuo
de metionina no extremo N-terminal, enquanto outras teriam perdido este residuo
(Miller et al, 1987). A presenca ou auséncia do residuo de metionina pode
determinar a meia-vida das proteinas em funcao da regra do N-terminal. A
auséncia desta aminopeptidase ou presenca de mutacdes nela é letal para

Escherichia coli e Salmonella typhimurium (Miller et al., 1987; Miller et al., 1989).

1.10. Outras fungoes

Além das funcOes relatadas anteriormente elas também foram relacionadas
com alguns outros processos celulares. A peptidase PepA de E. coli € um fator
acessorio necessario para a estabilidade de plasmideos ColE1 de alto nimero de
copias (Stirlling et al. 1989). Estes plasmideos tém tendéncia a formar multimeros
in vivo como resultado de recombinagdo homdloga. Uma mutacao na
aminopeptidase PepA que aboli a atividade enzimatica ndo altera a funcdo da
proteina no processo de recombinacdo e é provavel que a PepA desempenhe um
papel estrutural neste processo independente da atividade aminopeptidasica
(MacCulloch et al. 1994).

Um outro exemplo de uma aminopeptidase com uma possivel funcao
adicional é a D-aminopeptidase de Ochrobactrum anthropi. Esta enzima cliva
especificamente D-aminoacidos, e sua seqiéncia peptidica mostram uma forte
similaridade com as proteinas DD-carboxipeptidases, enzimas envolvidas na
biossintese de peptidoglicana. Isto sugere um possivel papel destas D-
aminopeptidases na sintese e ou degradacao de peptidoglicana (Asano et al.
1992).

Algumas aminopeptidases parecem estar envolvidas no mecanismo de
ativagdo ou no transporte de antibidticos para o interior das células. As
aminopeptidases PepN e PepA de £. coli e de S. typhimurium sao responsaveis

pela ativacdo do antibidtico albomicina (Braun et al., 1983). A aminopeptidase Xc

10
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de Xanthomonas citri esta envolvida no transporte do antibidtico ascamicina
através da membrana citoplasmatica (Osada et al, 1986). Portanto, as
aminopeptidases aumentam a sensibilidade das bactérias a alguns antibidticos.
Possivelmente, os organismos secretores de antibidticos aproveitam a presenca
das aminopeptidases nas bactérias alvos com o objetivo de suprimir seu
crescimento. Outras possiveis fungdes das aminopeptidases sdo: a degradacao de
peptideos toxicos, inativacdo de proteinas ou de peptideos fisiologicamente
importantes (Lazdunski, 1989; Miller, 1975).

1.11. Prolina iminopeptidase

A atividade prolina iminopeptidase (PIP, EC 3.4.11.5) foi descrita pela
primeira vez por Sarid et al,, 1959. Estas enzimas catalisam a quebra de residuos
de prolina da extremidade amino terminal de pequenos peptideos. PIP, como
muitas outras aminopeptidases, estdo envolvidas na degradacao de peptideos
liberando aminoacidos que sao importantes para o metabolismo celular. Estas
enzimas mostram um alto grau de similaridade na seqiiéncia e compartilham uma
série de caracteristicas como a especificidade de substrato e o peso molecular,
portanto podem agrupar-se nesta familia.

Diferentes origens destas enzimas foram descritas em diferentes
organismos, sugerindo sua ampla distribuicdo na natureza. Alguns grupos
caracterizaram PIP de bactérias Aeromonas sobria (Kitazono et al., 1994), Bacillus
coagulans (Kitazono et al, 1992), Eikenella corrodens (Gully e Rogers, 2001),
Flavobacterium meningosepticum (Kitazono et al, 1996), Hafnia alve/ (Kitazono et
al, 1996), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Atlan et al., 1994), L.
delbrueckii subsp. /actis (Klein et al., 1994), Neisseria gonorrhoeae (Albertson e
Koomey, 1993), Propionibacterium shermanii (Leenhouts et al, 1998), Serratia
marcescens (Kabashima et al, 1997), Thermoplasma acidophilum (Tamura et al.,
1996), Xanthomonas campestris pv. citri (Alonso et al, 1996, Sudo et al., 1996), e
Aspergillus niger (Basten et al, 2005). A atividade enzimatica da prolina

iminopeptidase também estd presente em vertebrados, mas parece ser uma
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proteina diferente associada com atividade de uma leucina aminopeptidase
(Matsushima et al., 1991).

Estas PIPs clonadas foram caracterizadas com relacao a sua especificidade,
inibicdo por metais e por inibidores de especificos de peptidases (serino-, cisteina-,
ou metalo-peptidase) e suas propriedades cinéticas.

Proteases de bactérias fitopatogénicas influenciam na interagdo patdgeno-
planta, o que sugere que elas desmpenham um papel importante no
desenvolvimento de doencas (Dow et al, 1993). Deficiéncia de proteases
mutantes de X. campestris pathovars induz somente sintomas moderados em
bactérias e consideravelmente reduzidos em plantas (Dow et a/., 1993).

A estrutura tridimensional de duas PIPs foram resolvidas, S. marcescens
(Yoshimoto et al, 1999) e X. campestris pv. citri (Medrano et al, 1998). Com a
anotacao dos genomas da Xylella fastidiiosa e Xanthomonas axonopodis pv. citri,
verificamos que varios quadros de leitura aberta foram anotados como proteinas
hipotéticas ou simplesmente peptidases que mostram homologia com proteinas
conhecidas. Estas enzimas mostram um alto grau de similaridade na seqiiéncia e
compartilham uma série de caracteristicas como a especificidade de substrato e o
peso molecular, por esta razdo podem ter sido agrupadas na familia denominada
PIP. X. fastidiosa possui um gene que codifica a proteina Xf1510, que apresenta
alta similaridade de seqiiéncia (91%) com a proteina de X. campestris, e outros
com baixa similaridade comparados com as seqiiéncias das PIPs de X. campestri
(PIPXac) e da PIP de S. marcescens, dois genes foram anotados como possiveis
prolina iminopeptidases no genoma de X. axonopodis. O que justifica nosso
interesse em caracterizar estas proteinas bioquimicamente e, além disso, fizemos a
caracterizacao estruturalmente usando técnicas de biofisica molecular, nunca antes
descritas para estas proteinas, tais como: Dicroismo circular (CD), fluorescéncia,
espalhamento dinamico de luz (DLS). Informacdes complementares sobre as

técnicas encontram-se em anexo item 8.3.
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Medrano et al, 1998, resolveram a estrutura tridimensional da X. campestris
usando cristalografia, com uma resolucdo de 2,7 A. A proteina é enovelada em
dois dominios compactos (Figura 3). O maior deles apresenta a topologia de
enovelamento de proteinas da familia o/f hidrolases, com a parte central
composta por oito folhas-B flanqueados por duas a-hélices e na extremidade N-
terminal, em um lado por onze residuos e por quatro hélices no outro lado. O
dominio menor é localizado no topo do dominio maior é constituido por seis
hélices. O sitio ativo, esta localizado no final do bols3ao na interface entre os dois
dominios, incluindo a triade catalitica de uma serina 110, aspartico 266 e histidina
294. A proteina Xf1510 apresenta a triade catalitica comum a estas proteinas mais

uma razao para nosso interesse em caracterizar esta proteina.

Figura 3. - Monomero da estrutura de PIPXac gerada pelo programa PYMOL
(DeLano, WL 2003) em diferentes angulos. The PyMOL Reference Manual is Copyright © 1998-
2003 DeLano Scientific LLC, San Carlos, California, U.S.A. All Rights Reserved.

A Xf1510 apresenta 313 aminoacidos com peso molecular de
aproximadamente 37 kDa baseando-se na sua seqiiéncia de aminoacidos e o pI
tedrico = 5,95, coeficiente de extincdo medido a 280 nm = 1,96 glcm™® e a
composi¢cdo de aminodacidos esta listada abaixo: em cores estdo destacados os
triptofanos e tirosinas. Fizemos comparacao de seqiiéncia da Xf1510 e PIPXac com

base na similaridade de seqiiéncia e por modelagem (dados ndo mostrados) e
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estas proteinas apresentam dois dominios sendo um menor e superior, como pode
ser visualizado na (figura 3) onde temos o monOmero da proteina PIPXac
visualizada em diferentes angulos para visualizacao da disposicdo dos dois
dominios. Na figura 4, em detalhe, temos a representagdo do dominio superior da
PIPXac onde esta proteina apresenta um cluster de residuos de triptofanos que
estdo protegidos e voltados para o interior da proteina. O que nos levou a
caracterizar a proteina Xf1510 bioquimicamente e estruturalmente usando técnicas
de biofiisica molecular, como dicroismo circular, fluorescéncia, espalhamento

dinamico de luz, uma vez que antes deste trabalho ndo encontramos publicados

dados com este tipo de informacdao com proteinas similares.

Figura 4. - Detalhe do dominio superior do monomero da PIP de X. campestris.
Representacdo da disposicdo dos triptofanos presentes no dominio superior da PIPXac.
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Composicao de aminoacidos da Xf1510

Ala (A) 29 9.3%
Arg (R) 21 6.7%
Asn (N) 13 4.2%
Asp (D) 19 6,1%
Cys © 6 1.9%
GIn (Q) 12 3.8%
Glu (E) 18 5.8%
Gly (G) 22 7.0%
His (H) 16 5.1%
Ala (A) 29 9.3%
Arg (R) 21 6.7%
Ile D 16 5.1%
Leu (L 28 8.9%
Lys (K) 7 2.2%
Met (M) 4 1.3%
Phe (F) 16 5.1%
Pro P) 17 5.4%
Ser (S) 13 4.2%
Thr a 16 5.1%
Trp 10 3.2%
Tyr ) 10 3.2%
Val V) 20 6.4%

A fluorescéncia é um importante método para o estudo da conformacao de
proteinas por que esta técnica reflete a exposicao dos anéis dos triptofanos e da
cadeia lateral das tirosinas quando expostos ao solvente (Eftink, 1994; Eftink e
Shastry, 1997). A andlise experimental das curvas das intensidades de
fluorescéncia nos comprimentos de onda 350 nm e 339 nm foram consideradas
para determinar a fracao de F, nas diferentes concentracdes de desnaturante:
GndHCl e uréia para as proteinas Xf1510 e Xac2987.

1.12. Xylella fastidiosa e Xanthomonas axonopodis pv. citri

Xylella fastidiosa € uma bactéria gram-negativa, patogénica que se encontra
no xilema das plantas infectadas, causando entre outras doencas a clorose
variegada em citros (CVC), também conhecida como amarelinho (Chang et al,
1993) e a doenca de Pierce na videira (PD) sendo também encontrada em plantas

de alfafa, améndoa, no café, olmo, sicbmoro, carvalho, amoreira, oleando,
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péssego e ameixa (Puscell & Hopkins, 1996), o que resulta em séria perda
econdmica na agricultura mundial por infectar uma variedade de plantas. No Brasil,
a CVC foi primeiramente encontrada nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais em
1987, e desde entao é responsavel por grandes perdas econémicas. Esta bactéria é
transmitida para um novo hospedeiro durante a extracao da seiva destas plantas
por insetos vetores e a infeccao se espalha até colonizar o xilema. As bactérias
atacam as paredes dos vasos, formando colonias como um biofilme, que obstrui os
vasos de xilema da planta, bloqueando o transporte de dgua e causando estresse
hidrico (Tyson et al., 1995; Machado et a/., 2001).

No Brasil e ao redor do mundo Xanthomonas axonopodis pv. citri causa
cancro citrico em plantas de citros com um grande impacto econémico. Outros
relatos demonstram que espécies de Xanthomonas atacam outras plantagoes
como, arroz, algodao, feijao e uva.

Os genomas completos da X. fastidiosa (Simpson et al, 2000) e da X
axonopodis (Da Silva et al.,, 2002), foram sequenciados. Em ambos os genomas
encontram-se anotadas diversas peptidases baseadas na homologia com
seqliéncias de proteinas de outros organismos. Algumas destas peptidases que
foram anotadas como aminopeptidases apresentam homologia com proteinas cuja
atividade enzimatica foi definida em estudos bioquimicos e estruturais, embora
outros quadros de leitura aberta (ORFs) anotados também como aminopeptidases
(Cahan et al, 2001) apresentam homologia com proteinas cuja fungdo so foi
definida por estudos bioinformaticos (similaridade de sequiéncia).

Em ambos o0s genomas encontram-se anotadas diversas peptidases
baseadas na homologia com seqiiéncias de proteinas de outros organismos.
Algumas destas peptidases que foram anotadas como aminopeptidases
apresentam homologia com proteinas cuja atividade enzimatica foi definida em
estudos bioquimicos e estruturais, embora outros quadros de leitura aberta (ORFs)
anotados também como aminopeptidases apresentam homologia com proteinas

cuja funcao sé foi definida por estudos bioinformaticos (similaridade de seqiiéncia).
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Neste estudo, nds expressamos as proteinas codificadas pelos genes Xf1510
de X. fastidiosa e Xac2987 de X. axonopodis pv. citri em Echerichia coli em fusao
com cauda de seis histidinas. Nos fizemos estudos de atividade enzimatica, cinética
enzimatica, caracterizacdo estrutural por dicroismo circular, fluorescéncia,

espalhamento dinamico de luz e andlise das seqiiéncias.
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2. Objetivos

O objetivo desta tese de doutorado foi caracterizar bioquimicamente e
estruturalmente genes anotados como provaveis aminopeptidases no genoma das

bactérias Xylella fastidiosa e Xanthomonas axonopodis.

2.1. Objetivos especificos:
1.- Clonar genes de possiveis aminopeptidases das bactérias X,
fastidiosa e X. axonopodis (Tabela 1).
2.- Expressar e purificacar as proteinas codificadas pelos genes
escolhidos.
3.- Caracterizar estruturalmente as proteinas.

Tabela 1. - Genes escolhidos para o projeto de doutorado.

Xylella Xanthomonas
fastidiosa axonopodis pv. citri
Prolina iminopeptidase Xf1510
Aminopeptidase Xac2987
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

As endonucleases de restricao, T4 DNA ligase, Taqg DNA polimerase,
nucleotideos, marcadores de massa molecular de DNA e de proteina foram obtidos
do fabricante Fermentas (Sao Paulo, Brasil). Os oligonucleotideos iniciadores para
a PCR foram obtidos da empresa Invitrogen Life Technologies (Sao Paulo, Brasil).
Os kits para purificagao do produto de PCR (QIAquick PCR purification kit), para
minipreparagao dos plasmideos (QIAprep spin miniprep kit) e o de extragao de gel
de agarose (QIAquick gel extraction kit) foram obtidos do fabricante Qiagen
(Hilden, Germany). As colunas de cromatografia de afinidade (Hi-Trap chelating)
foram obtidas comercialmente do fabricante Amersham-Pharmacia Biotech
(Uppsala, Sweden). Todos os demais reagentes quimicos foram obtidos da

empresa Sigma (St. Louis, USA) e/ou Fermentas (Sao Paulo, Brasil).

3.1.1.Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas, para clonagem e para expressao das
proteinas Xf1510 e Xac2987, e seus respectivos gendtipos estdo listados na tabela
2.

Tabela 2. - Linhagens utilizadas para a clonagem e expressao das proteinas e seus
respectivos gendtipos.

Linhagens de E. coli Genotipos
DH5a supE44 AlacU169(®80 lacZAM15) AsaR17 redA\l endAl gyrA96
thF1 relAl
BL21 (DE3) pLysS [E. coliBF ompT hsdSgrs mg) gal dem A(DE3) pLysS(Cm®)]
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3.1.2.0ligonucleotideos e vetores
3.1.3.0ligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram desenhados a partir das seqiiéncias génicas-alvo

dos organismos de interesse. Para facilitar a clonagem nos vetores de expressao,

algumas bases foram adicionadas nas extremidades 5’ de cada oligo, para criar

sitios para as enzimas de restricao Ndel e Xhol (Tabela 3).

Tabela 3. - Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores. *

Ni d Sitios de
umero de .
restricdo Direto (F) Reverso (R)
ORFs pares de
para = A - == A -
bases (nome / seqiiéncia) (nome / seqiiéncia)
clonagem
Xf1510F Xf1510R
Xf1510 936 Ndel| Xhol
5' CATATGCGTACGCTGTATCCTGAG 3' 5' CTCGAGTCAGACGAAGGAGTCCGTTGC 3'
Xac2987F Xac2987R
Xac2987 936 Ndelf Xhol

5' CATATGCAGTGCACCGAGGGTTAC 3'

5' CTCGAGTCAAACAGCGCGATTGGCCAG 3'

* Os sitios de restrigdo das enzimas Ndel e Xhol estdo destacados em vermelho.

3.1.4.Vetores

Os plasmideos utilizados foram:
v' pGEM-T- Easy (Promega)

v' pET-15b (Novagen)

3.1.5.Meios de cultura para crescimento bacteriano

v' LB: 0,5% triptona, 1% extrato de levedura, 0,5% NaCl.

v' Terrific Broth (TB): 1,2% triptona; 2,4% extrato de leveduras, 0,4%
glicerol, 1% de tampao fosfato (0,17 M KH,PO4, 0,72 M K,HPO,). *

* 1,5% de agar para meio sélido.
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3.1.6.Solucoes para extracao de DNA plasmidial (Mini-prep)

TEG (Solucao I) - 50 mM; glicose; 25 mM Tris-HCl pH 8,0; 10 mM EDTA
pH 8,0.
Solucao II - 0,2 N NaOH; 1% SDS.

Solucao III — 3 M acetato potassio.

3.1.7.Solucoes para eletroforese
3.1.7.1. Eletroforese de DNA - gel de agarose

Gel (1%): 1 mg/mL de agarose dissolvida em tampao 45 mM Tris-Acetato (TAE)
contendo 1 mM EDTA (acido etilenodiaminotetracético) pH 8,0. Os géis foram
acrescidos de 0,5 ug/mL Brometo de Etidio, para marcacdo das bandas de DNA.
Para determinar o numero de pares de bases presente nas amostras de DNA,

usamos marcador de peso molecular de DNA do fabricante fermentas.

3.1.7.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE*)

A A\

*SDS-PAGE do inglés “sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel eletrophoresis”

v Gel de resolucao (15 %). 2,50 mL de solucao de acrilamida/bis-acrilamida
(30:08 %), 1,88 mL de tampao (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8), 0,57 mL de agua MilliQ
e 25 uL de solugao de SDS 20 %. Os catalisadores da polimerizagao foram 25 uL
de persulfato de amo6nio (APS) 10 %, e 4 uL de N,NN',N-
tetrametiletilenodiamino (TEMED).

v Gel de empacotamento (5%): 3,84 mL de agua; 0,83 mL da solucdo de
acrilamida/bis-acrilamida (30:0,8 %); 0,25 mL de tampao (1,5 M Tris-HCl pH
6,8); 25 uL de SDS 20 %; 50 uL de APS (10 %) e 4 uL de TEMED.

v’ Tampdo de amostra para eletroforese: 62 mM Tris-HCI pH 6,8; 5% f-
mercaptoetanol; 2 % (p/v) SDS; 0,001 % (p/v) azul de bromofenol e 10 %

glicerol.

v' Tampao de corrida: Tris-Glicina (25 mM Tris; 250 mM glicina; 0,1 % (p/v)
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SDS).

v’ Corante para SDS-PAGE: 25 % (v/v) etanol: 10 % (v/v) acido acético: gs.
agua e 0,25 % Comassie Brilliant Blue R (Bio-Rad).

v' Descorante para SDS-PAGE: 7,5 % acido acético; 25 % etanol; gs. agua.

3.1.8.Tampoes usados para as analises de atividade das proteinas em

diferentes pHs

Os experimentos para analise da dependéncia de pH foram realizados com

os tampoes listados na tabela 4. Todos os tampodes foram preparados no dia dos

experimentos na concentracao final de 10 mM. As proteinas foram incubadas nos

respectivos tampoes por 15 minutos antes de procedermos com os experimentos.

Tabela 4. - Relagao de tampdes e respectivos pHs usados nos experimentos de

dependéncia do pH.

Tampao pH
Acetato de Sodio 4,0-5,6
Citrato de Sddio 5,2-5,8

Cacodilato de Sodio 6,0-7,0

MES-Na 5,5-6,5

Bis-Tris-HCI 6,0
Tris-HCI 7,5e8,0
Bis-Tris-Propane-HCI 7,1-9,5
AMPSO-Na 8,6e9,0
CAPSO-Na 8,5
CABS-Na 10,0-11,0
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3.2. Métodos
3.2.1.Reacao em cadeia da polimerase (PCR)
As sequiéncias génicas foram obtidas nos bancos de dados da Xy/lella

fastidiosa (http://www.lbi.ic.unicamp.br/xf) e Xanthomonas axonopodis pv. citri

(http://cancer.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xanthomonas/citri/gene editor/edit.pl).
A reacao de PCR foi feita utilizando-se 1,25 mM MgCl,; 0,25 mM dNTP’s;
0,75 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,20 mM (NH4),SO4; 0,001% Tween 20; 0,5 Unidades

Tag Polymerase (Fermentas), 10 pmol de cada oligo direto (F) e reverso (R) e 10

ng a 20 ng de DNA genOmico da bactéria (Sedido pela Profa. Anete Pereira de
Souza (DGE e CBMEG - UNICAMP)). A reacao foi realizada em um termociclador
Gene Amp PCR System 9700 - Applied Biosystem.

O programa utilizado foi constituido de 30 ciclos de amplificacoes em seis
etapas:

13, Etapa - desnaturacao inicial do DNA molde em uma temperatura de
95°C por 5 minutos;

23, Etapa — desenovelamento do DNA molde por 1 minuto a 95 °C;

33, Etapa — hibridizacao dos oligonucleotideos por 1 minuto a 65 °C;

43, Etapa — extens3o (polimerizagdo) do DNA, em temperatura de 72 °C por
1 minuto;

53, Etapa - amplificacdo do DNA realizado pela repeticao dos passos 2 — 4
por 30 vezes;

62. Etapa - polimerizagdo final em temperatura de 72°C por 7 minutos.
A Ultima etapa foi 0 armazenamento da reagao a 4°C por um tempo indefinido.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1 % e purificados
utilizando o kit QIAquick gel extraction kit da Qiagen (Hilden, Germany) conforme

instrugao do fabricante.
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3.2.2.PCR de colonia

As colonias de bactérias transformadas com vetores recombinantes
contendo a seqiiéncia das proteinas de interesse foram inicialmente selecionadas
em meio sélido TB contendo o antibidtico e a sequir, confirmados pela técnica de
PCR de colbnia. Para isso, as col6nias de bactérias foram resssuspensas, uma a
uma, em 100 pL de agua, e aquecidas a 95°C por 5 min antes de prosseguir com

os ciclos de amplificacao. A reacao foi feita conforme descrito no item anterior.

3.2.3.Eletroforese
3.2.3.1. Eletroforese em géis de Agarose

Apds a reacao de PCR, os produtos amplificados, foram analisados em géis
de agarose. Os géis foram acrescidos de 0,5 pug/mL Brometo de Etidio, para
visualizacao dos fragmentos. Adicionou-se as amostras solucdo contendo 0,09%
Bromophenol Blue, 0,09 Xylene Cyanol FF, 60% Glycerol, 60mM EDTA
(Fermentas). O tampao usado para a eletroforese foi o TAE 1X.

O DNA foi analisado através de eletroforese em gel de agarose 1 %. Apoés a
aplicagdo do DNA no gel, este foi submetido a uma corrente elétrica de 75 mA, por
aproximadamente duas horas. A determinacao da concentracao de DNA foi feita
através de medida de absorcao a 260 nm em um espectrofotdbmetro DU 640

(Beckman Coulter), usando uma cubeta de quartzo de um cm de caminho éptico.

3.2.3.2. Eletroforese de proteina (SDS-PAGE)

Aliquotas das fracdes solluveis dos lisados bacterianos e das fracoes
purificadas em coluna de afinidade a niquel foram analisadas em géis de SDS-
PAGE (15 %) de acordo com o método descrito por Laemmli et a/. (1970).

As amostras foram diluidas na proporcao de 1:1 com tampao de amostra
para SDS-PAGE e desnaturadas por cinco minutos a 95 °C antes de serem
carregadas nos géis. A seguir, as amostras foram aplicadas no gel de

empacotamento e as proteinas separadas no gel de resolucdo. A eletroforese foi
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realizada a temperatura ambiente em um aparato Mini-Protean II Dual Slab Cell
(Bio-Rad) a 70 mA por aproximadamente duas horas. A seguir, os géis foram
corados em uma solucao corante descrita no item 3.1.7.2 e a remocao do
excesso de corante foi realizada usando-se uma solugao descorante sob agitacao
leve (item 3.1.7.2) até a visualizacdo nitida das bandas das proteinas. Para
estimar o a massa molecular da banda correspondente a proteina induzida,

utilizou-se marcador de massa molecular de proteinas conhecidas como padrao.

3.2.4.Extracao de DNA plasmideal

A extracdo do DNA plasmideal foi adaptada do método de lise alcalina (Le
Gouill et al. 1994). Uma col6nia isolada de bactéria foi crescida durante 16 horas
(37°C, 200 rpm) em meio TB, contendo antibidtico conforme a marca de
resisténcia do plasmideo codificador da proteina de interesse. A qual, apos
crescimento, retirou-se uma aliquota adicionou-se 80% glicerol, para manutengao
de estoque a -80°C. O restante das células foi coletado por centrifugagdo a 4°C. As
células foram a seguir solubilizadas em TEG: 50 mM glicose; 25 mM Tris-HCl pH
8,0; 10 mM EDTA e submetidas a lise através da adicao de uma solugdo, recém
preparada contendo: 0,2 N NaOH, 1% SDS. A seguir adicionou-se cloroférmio
100% v/v, para solubilizacao de fosfolipideos e proteinas hidrofobicas, agitaram-se
os tubos por inversdo e incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto.
Adicionou-se a solugdo (3 M potassio e 5 M acetato, pH 5,5), para diminuir o pH e
para favorecer a precipitacdo de proteinas. Recolheu-se entdo a fase aquosa, a um
novo frasco e adicionou-se duas vezes o volume da amostra, de etanol absoluto
gelado, para precipitacdo dos plasmideos, misturou-se a amostra por inversao. As
amostras foram centrifugadas por 10 min a 13000 rpm e descartou-se o
sobrenadante. Apds total evaporacao do alcool, o DNA plasmideal foi solubilizado
em tampao 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 e adicionou-se 10 ug/mL RNase (Bovine
Pancreas 81,4 units/mg — USB) para eliminar RNA.
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3.2.5.Digestao com Enzimas de restricao

Apds a amplificacdo dos genes, os produtos de amplificacao por PCR e os
vetores foram digeridos com as endonucleases de restricao especificas para as
clonagens (Ndel e Xhol), de acordo com a metodologia descrita em Sambrook et
al. (1989).

3.2.6.Ligacao

As ligacOes dos fragmentos de DNA aos vetores de clonagem previamente
digeridos e purificados foram realizadas utilizando-se a enzima T4 DNA ligase
(Fermentas), de acordo com a metodologia descrita em Ausubel et al., 1995.

Os plasmideos recombinantes obtidos foram utilizados na transformacao de

bactérias competentes.

3.2.7.Transformacao por Choque térmico - BL21 (DE3) pLysS

O preparo de células competentes foi feito seqgundo o método do CaCl,
(Sambrook et al., 1989).

As bactérias competentes £. coli DH50 ou BL21 (DE3) pLysS foram
transformadas com os vetores de expressao pET15b contendo os genes das
proteinas-alvo. Adicionamos 30 ng do vetor de expressao contendo o inserto, a 50
UL de células competentes e incubamos em gelo por 30 min. Apds este periodo, a
amostra foi aquecida em banho a 42 °C por 2 min e novamente incubada em gelo
durante trés a cinco min. Adicionou-se 450 uL de meio LB as células e incubou-se
a 37 °C por 50 min. Passado este tempo, as células foram plaqueadas em meio TB
sélido contendo os antibidticos ampicilina + cloranfenicol para selecao dos clones

positivos dos insertos.
3.2.8.Clonagem
Os genes anotados como provaveis prolina iminopeptidases Xf1510 de

Xylella fastidiosa e Xac2987 de Xanthomonas axonopodis pv. citri foram
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amplificados por PCR a partir de DNA genbmico purificado usando os
oligonucleotideos iniciadores (Tabela 3), que foram desenhados com base na
seqliéncia de cada gene. As extremidades dos oligonucleotideos continham
sequiéncias reconhecidas por endonucleases de restricdo, com a finalidade de
produzir seqliéncias coesivas para uma maior eficiéncia de clonagem nos vetores
de expressao.

Os produtos de PCR foram clonados no vetor pGEM-T-Easy (Promega)
resultando nos plasmideos pGEM-Xf1510 e pGEM-Xac2987. Os genes foram
digeridos do plasmideo pGEM-Xf1510 e pGEM-Xac2987, com as enzimas de
restricdao Ndel e Xhol e foram subclonados no vetor pET15b (NOVAGEN)
resultando nos plasmideos pET15b-Xf1510 e pET15b-Xac2987. Os produtos de
PCR e os plasmideos foram purificados usando kits da Qiagen conforme instrucoes
do fabricante.

A linhagem DH5o de Escherichia coli foi usada para replicagao dos
plasmideos recombinantes. O vetor pET15b em fusdo é desenhado para expressao
de proteinas heterdlogas em E. coli em fusdao a uma cauda de seis histidinas em
sua extremidade amino-terminal para facilitar a purificacdo das proteinas. Células
da linhagem BL21(DE3) pLysS de E. coli foram transformadas com os plasmideos
pET15b-Xf1510 e pET15bXac2987 para expressao das proteinas. A seqiiéncia

correta dos genes clonados nos vetores foi verificada por seqlienciamento de DNA.

3.2.9.Expressao das proteinas

As células foram crescidas em meio Terrific broth (Sambrook et a/., 1989)
contendo ampicilina (100 ug/mL) e cloranfenicol (68 ug/mL) a 30°C, com agitacao
constante (200 rpm), por 16 horas. Uma aliquota de 5 mL dessa pré-cultura de E.
coli BL21 (DE3) pLysS contendo o plasmideo recombinante pET15b-Xf1510 e
pET15b-Xac2987 foi usado para inocular 500 mL do mesmo meio. As células foram
entdo cultivadas nas mesmas condicoes e a expressao das proteinas
recombinantes foi induzida pela adicao de lactose na concentracao final de 10 mM

por 16 horas a 30°C sob agitacdo constante (200 rpm). As células foram coletadas
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por centrifugacao a 6000 x g a 4°C por 20 minutos. E, a seguir, solubilizadas em 5
mL de tampao de lise (10 mM Tris-HCl a pH 8,0 contendo 1 % de Triton X-100
(v/v)). A expressao das proteinas foi analisada por gel de eletroforese (SDS-PAGE)
de acordo com Laemmli (Laemmli et a/,, 1970) e a para visualizacdo e analise das

mesmas usou-se o corante Comassie brilliant blue R-250 (Fairbanks et al, 1971).

3.2.10. Purificacdao das proteinas

As proteinas fusionadas a uma cauda de seis histidinas foram purificadas
pelo método de cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC), utilizando-
se uma coluna Hi-Trap Chelating (Amersham Pharmacia Biotech) carregada com
niquel (Ni**). As células foram lisadas por sonicacdo (10 pulsos de 30 segundos, 40
% amplitude), em um sonicador Sonics Vibra-cell. Para precipitacao dos acidos
nucléicos, adicionou-se ao lisado 2% de sulfato de estreptomicina (p/v) e incubou-
se a 4°C, durante 30 min, sob agitacdo. O material insoluvel foi eliminado por
centrifugacdo (40000 g por 1 hora a 4°C). O extrato soltvel foi aplicado na coluna
pré-equilibrada com tampao A (0,1 M Tris-HCI pH 7,5; 500 mM NaCl; 5 mM
Imidazol), a coluna foi lavada com tampao A para eliminar a fracao nao-ligada e
para a eluicdo da proteina e foi feito um gradiente em degraus em diferentes
concentracoes de imidazol (50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM) acrescidos ao
tampao A e a proteina Xf1510 e Xac2987 foram eluidas com 200 mM de imidazol.
As fracOes da purificacao foram coletadas e analisadas através de géis de SDS-
PAGE.

Apos a etapa de purificagao, as proteinas foram submetidas a didlise para
mudanca de pH e/ou de concentracdo de sal/sais nas amostras. A didlise foi
conduzida a 4°C e o tampao utilizado continha 10 mM AMPSO pH 9,0. Apds a
didlise, a amostra foi concentrada por didlise reversa usando-se PEG 20000 como

concentrador.
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3.2.11. Determinacao da concentracao de proteina

A concentracdo das proteinas foi determinada espectroscopicamente
usando-se através da medida da absorcdo a 280 nm em um equipamento DU 640
(Beckman Coulter), usando uma cubeta de quartzo de um cm de caminho dptico.
Para estimativa da concentracao das proteinas foi usado o coeficiente de extingao
(¢) de 1,96 g* cm™ para a proteina Xf1510 e de 1,73 g' cm™ para a proteina
Xac2987 calculados com base na composicao de aminoacidos das proteinas (Gill &
von Hippel, 1989) obtidos pelo programa ProtParam acessivel através da interface

web (http://us.expasy.org/tools/protparam.htmL). Os valores de €(A) calculados

foram utilizados na equagao de Beer-Lambert para determinar a concentracao das
proteinas:

A=¢lC
Onde: A - leitura da absorbancia a 280 nm; € € o coeficiente de extingdo molar em 280 nm (M
! cm'l); | - caminho Optico em centimetros (cm) e C - concentragao em mol/L.

A concentracdo final de proteina foi calculada a partir do coeficiente de extincao

(e).

3.2.12, Atividade enzimatica
3.2.12.1. Amino acil p-nitroanilida e f-Naftilamida

A atividade enzimatica da prolina iminopeptidase Xf1510 e da
aminopeptidase Xac2987 foram medidas como descrito previamente por
(Yoshimoto et al, 1983; Alonso e Garcia, 1996) usando aminoacil-p-nitroanilida
(aa-pNA) ou aminoacil-p-naftilamida (aa-BNA) como substrato dissolvidos em agua
ou em dimetil-sulfoxido, de acordo com o requerido. A reacao foi constituida de
uma solucdo de proteina na qual o substrato foi adicionado na concentracao final
de 2 mM. Apds 10 minutos, a reacao foi parada pela adicao de 30% de acido
acético glacial. As reacdes foram medidas usando-se um espectrofotémetro, no
caso do substrato pNA ou utilizando-se um fluorimetro quando o aa-pNA era

utilizado como substrato (Gasparello-Clemente et al., 2002). Os experimentos da
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proteina Xf1510 foram realizados com 0,1 M Bis-Tris-Propane pH 7,5 a 25 °C e da
proteina Xac2987 foram realizados com 0,1 M Bis-Tris pH 6,6 a 25 °C. Para
controle negativo do teste foram realizadas reacdes em paralelo, adicionando-se as
proteinas a mesma concentracao de dimetil sulféxido utilizada experimentalmente,
porém na auséncia de substrato.

A absorbancia das reacoes de p-nitroanilida foram medidas a 410 nm, e o
coeficiente de extingdo molar da p-nitroanilida usado foi de 8800 M' cm™
(Miyakawa et al, 1991) e a fluorescéncia do B-nafitilamida foi medida a uma
excitacdo de 338 nm e emissao a 405 nm, com largura de banda para a excitagao
e a emissao de 8 e 16 nm, respectivamente. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas em um fluorimetro (Aminco Bowman series 2 spectrofluorometer). A
célula de fluorescéncia usada (1 x 0,4 cm) foi montada em um banho termostato e

todos os dados foram coletados a temperatura constante de 25°C.

3.2.12.2. Especificidade ao substrato

A atividade enzimatica foi medida frente a varios aminoacidos p-nitroanilida
(L-prolina-pNA, L-leucina-pNA, L-arginina-pNA, L-lisina-pNA, L-alanina-pNA) e B-
nafitilamida (L-glicina-BNA, L-metionina-pNA, L-fenilalanina-BNA, L-triptofano-BNA,
L-tirosina-BNA, L-histidina-BNA). A reacao com os substratos pNA foi realizada
seguindo a reacao padrdo com os substratos SNA por fluorescéncia, conforme

descrito anteriormente e os substratos pNA por absorcao.

3.2.12.3. Determinacao do pH dtimo e estabilidade frente a variacao
de pH

A estabilidade de prolina iminopeptidase Xf1510 e da aminopeptidase

Xac2987 em relagao ao pH foi examinada por incubacao da enzima por 15 minutos

a 25°C em cada um dos diferentes valores de pH variando de 3 a 11. E apds este

periodo de incubacdo, a reacao padrdao foi iniciada conforme descrito

anteriormente. Para a determinacao do pH 6timo da enzima, nas condicoes aqui

descritas, a atividade foi medida a diferentes valores de pH usando tampdes
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apropriados na concentracao final de 0,1 M. Os tampdes usados foram

apresentados anteriormente em Materiais.

3.2.12.4. Determinacao da temperatura 6tima e estabilidade
O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi determinado a
diferentes temperaturas variando de 10 a 65 °C seguindo a reagao padrao descrita
anteriormente. As maiores atividades obtidas atribuiu-se o valor de 100%.
A termoestabilidade da enzima foi determinada medindo-se a sua atividade
residual apos a incubagdo por 15 minutos em diferentes temperaturas. A atividade

obtida a 25 °C foi considerada como 100%.

3.2.12,5. Cinética enzimatica

Os parametros de cinética foram determinados a partir da reagdo composta
da mistura de 950 uL de tampao Bis-Tris-Propane 0,1 M pH 7,5, 1 ug proteina, o
variando-se a concentracdes de substrato de 0,5 a 8 mM. A atividade foi medida a
30°C. As medidas foram realizadas no espectrofotdbmetro Beckman DU 640 usando
uma cubeta de quartzo de um cm de caminho dptico, e foram lidas em 410 nm.

Os valores de K e Vimax da enzima purificada para os diferentes substratos
foram determinados pela constante de Michaelis-Menten. Os valores de Kkt foram
calculados pela equacdo Vmax = ket X [E]l, onde [E]: é a concentracdo total
protease na reagao.

Com a enzima Xac2987 os parametros usados foram os mesmos usados
para a Xf1510, porém, como esta enzima catalisa a remocao de residuos de
alanina, prolina, leucina, metionina, glicina do N-terminal de peptideos, além de
histidina, triptofano, tirosina, inclusive arginina, embora com menor especificidade,
0s parametros cinéticos foram medidos com todos estes aminoacidos. Os
resultados destes experimentos foram medidos por fluorescéncia, conforme

descrito acima.
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3.2.12.6. Efeito de inibidores e ions

Os estudos de inibicao da atividade enzimatica foram executados usando-se
os tampoOes 10 mM de Bis-Tris-Propane pH 7,5 para a proteina Xf1510 e Bis-Tris
pH 6,6 para a proteina Xac2987.

A atividade enzimatica frente aos diferentes inibidores e ions foi medida
apds incubacao da enzima com cada um dos inibidores e ions durante 15 minutos.
A reacdo padrao foi iniciada e a atividade medida em espectrofotobmetro a 410 nm.
Os substratos usados foram prolina-pNA para a proteina XF1510 e alanina-p-Na
para a proteina Xac2987. Foram realizados experimentos controles para eliminar a

influéncia do DMSO nas reacoes em que este foi usado como solvente.

3.2.13. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados no
espectropolarimetro JASCO J-810, com a temperatura controlada através de um
sistema interno de controle de temperatura (Peltier type control system PFD 425S,
JASCO) e um banho termostato.

Os espectros de dicroismo circular no UV distante (190 - 250 nm) foram
obtidos utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho 6tico, a uma
concentragao de 0,15 mg/mL de proteina e os espectros de UV proximo (250-340
nm) foram obtidos com uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho ético e com
0,5 mg/mL de proteina. A proteina Xf1510 estava armazenada em tampdo 10 mM
Bis-Tris-Propane pH 7,5 e a proteina Xac2987 em tampao 10 mM Bis-Tris pH 6,6.
Foram acumulados 5 curvas consecutivas € a média dos espectros foi armazenada.

Todos os espectros de dicroismo circular foram corrigidos pela contribuicao
do tampao utilizado e as elipticidades observadas foram convertidas em
elipticidade molar por residuo [e], de acordo com a equagdo abaixo, e
considerando-se um valor médio do peso molecular do residuo como sendo de 112
Da para a Xf1510, e de 110 Da para a Xac2987.
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Onde A = comprimento de onda em nanOGmetros; e.,s = a elipticidade medida em graus; MRW =
peso médio do residuo; d = caminho dptico em centimetros; ¢ = concentracdo da proteina em
g/mL (Adler et al, 1973).

A estimativa da quantidade de estrutura secundaria presente nas proteinas
foi feita a partir dos seus escpectros de UV-distante usando-se o programa CDNN
Deconvolution (Bohm et al., 1992).

Os programas utilizados para registro e o tratamento dos dados foram

Spectra manager (JAscO) e Origin versao 7.0 (Microcal).

3.2.13.1. Estabilidade térmica das proteinas

Os experimentos de estabilidade térmica foram acompanhados pelo
monitoramento do sinal de CD em 208 e 222nm. Nestes experimentos, as
proteinas foram diluidas para a concentragdo de 0,2 mg/mL. Os experimentos de
desnaturacao das proteinas foram realizados na faixa de pH variando de 3,0 a
11,0. Os tampoes e respectivos pH usados estao listados na tabela 7. A variacao
da temperatura foi programada para ocorrer de 10 a 95°C, a velocidade de
1°C/min, regulada por um controlador de temperatura NESLAB RTE Series
(NESLAB) acoplado a um sistema do tipo Peftier. As medidas de CD foram feitas
em espectropolatimetro J-810 (JASCO) com cubetas de 0,1 cm de caminho otico.
Embora o desenovelamento térmico observado para as proteinas Xf1510 e
Xac2987 ndo seja reversivel, o que restringe uma andlise termodinamica, os
valores de Tm foram estimados e utilizados como um parametro inicial de

comparacao das estabilidades destas proteinas.
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3.2.13.2. Desnaturagao quimica e tratamento dos dados

Os perfis de desnaturacdo quimica induzidos por cloreto de guanidina
(GdnHCI) e uréia, foram monitorados por emissao de fluorescéncia dos triptofanos
Estes parametros foram utilizados para as comparacbes de estabilidade
apresentada pelas duas proteinas Xf1510 e Xac2987.

3.2.14. Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram coletados utilizando-se fluorimetro
Aminco Bowman® Series 2 (SIm-Aminco) com temperatura mantida a 25°C
mantida através de um banho termostatizado. Para registro dos dados foi utilizado
o0 programa: SLMAB2 (SIm-Aminco) e as figuras foram feitas utilizando-se o
programa Origin versdao 7.0 (Microcal). Os espectros de fluorescéncia foram
obtidos excitando-se as amostras em comprimento de onda a 280 e 295 nm,
utilizando-se fendas de excitacao de 8 mm e emissao de 16 mm, no intervalo de
300 a 420 nm. Utilizou-se cubetas de quartzo (1 x 0,4 cm) e 0,1 mg/mL de
proteina. O tampao era composto 10 mM AMPSO pH 9,0 e na condicao pH 7,0
utilizou-se o tampao 10 mM Bis-Tris pH 7,0. Os espectros de emissao de
fluorescéncia das amostras de proteina foram corrigidos com a subtracdo dos
espectros de emissdo dos tampdes utilizados (“branco”) e os graficos foram feitos
utilizando-se o programa ORIGIN 7,0. Os valores de Amix de emissao foram obtidos

analisando-se espectros de emissao de fluorescéncia.

3.2.15. Tratamento dos dados

A analise dos dados foi feita utilizando os aplicativos Microcal Origin versao 7,0
e o0 Microsoft Excel para organizacdao e execucao das fungOes utilizadas.
A proteina em solugdo foi aquecida lentamente e as mudancas de sinal, foram
observadas, por uma sonda, CD ou fluorescéncia. Em baixas temperaturas onde a
forma predominante é N (nativa), Sy, a elipticidade da molécula nativa, aumenta
lenta e linearmente com a temperatura seguindo a seguinte fungao linear: Sy = aT

+ d. Em temperaturas elevadas, onde D (desenovelada) é predominante, Sp= cT +
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b. A fragdo f aparente pode ser calculada de acordo com a seguinte equagao
(Jelesarov & Lu, 2001):

, S-Sy S—(aT+b)
aparente SD _ SN (CT + d) - (aT + b)

Os calculos de Tm foram feitos a partir do ajuste da curva fparente €m fungao
da temperatura, com uma funcao sigmdide no programa Microcal Origin versao
7.0.

3.2.16. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Os experimentos de espalhamento dinamico de luz foram realizados em um
equipamento DynaPro-99-E-15 (Protein Solutions). Todas as medidas foram
realizadas a 25°C.

Utilizou-se uma concentracao de 1 mg/mL de proteina, os tampdes usados
foram 10 mM Tri-HCl pH 7,5 e em 10 mM AMPSO pH 9,0. Foram realizadas 500
medicOes, para obtermos uma boa estatistica dos resultados. Os dados foram

tratados com o programa Dynamics V6 fornecido pelo fabricante do aparelho.

3.2.17. Ensaios Cristalograficos com a proteina Xf1510

Para determinacdo da estrutura cristalografica da proteina em estudo, o
método utilizado, foi o de matriz esparsa, previamente descrito por Jankarik e Kim
(1991) e McPherson (1976).

Os ensaios de cristalizacdo foram feitos utilizando o método de difusdo de
vapor a 20 °C. Devido a natureza empirica do processo de cristalizacdo, a obtencdo
de monocristais para estudos estruturais através de difracdo de raios-X passa pelo
teste de diversas solucdes com diferentes tampoes, agentes precipitantes, sais,
entre outros. Os kits comerciais de cristalizacao utilizados nos ensaios
cristalograficos estdo listados abaixo.

% Crystal Screen (Hampton Research)
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% JBScreen (Jena Bioscience)
A concentracao inicial da proteina foi de 10,6 mg/mL em 10 mM Tris-HCl pH
7,5. As gotas foram preparadas misturando-se 1,5 yL da proteina em solucao e

1,5 pL da solucdo do reservatorio.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacao da proteina Xf1510

O gene Xf1510 de X. fastidiosa foi amplificado por PCR a partir de DNA
genomico. O produto da PCR gerou um fragmento de 936 pb, correspondente ao
tamanho do gene. O fragmento advindo da reacao de PCR foi clonado em vetor
pGEM-T-Easy resultando no plasmideo pGEM-Xf1510. A seguir, a seqiéncia do
gene Xf1510 foi verificada por seqienciamento de DNA. O gene foi liberado do
plasmideo por digestao com as endonucleases de restricao Ndel e Xhol e foi sub-
clonado no vetor pET15b, previamente digerido com as mesmas enzimas,
resultando no plasmideo pET15b-Xf1510.

O vetor recombinante, depois de confirmado por PCR de colbnia e
seqlienciamento de DNA, foi transformado em células de £. co/i da linhagem BL21
(DE3) pLysS. Os clones positivos foram selecionados plagueando-se as células em
meio de cultura contendo ampicilina (marca da selecao do plasmideo pET15b-

Xf1510) e cloranfenicol (marca de selegao do pLysS).

4.1.1.Expressao e purificacao da proteina Xf1510

A proteina solivel tém uma massa molecular aparente de 37 kDa, que
corresponde com a massa molecular calculada da Xf1510 mais a cauda de histidina
fusionada na extremidade amino-terminal. A proteina foi expressa em £. coli em
grandes quantidades na fragao sollvel. Apds purificagdo por IMAC cerca de 50 mg
de enzima purificada foi obtida de um litro de cultura. A proteina apresentou
grande pureza superior a 95 %, como pode ser visualizado no gel de SDS-PAGE
(Figura 5).
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Figura 5. - SDS-PAGE 15 % para analise da expressao e da purificacdo da
proteina recombinante Xf1510 em E. coli. 1.- Marcador de peso molecular; 2.- Fracdo
solivel das células carregando o vetor pET15b-Xf1510 apds inducdo com lactose; 3.- Fracdo
insolivel de células carregando o vetor pET15b-Xf1510 apds inducdo com lactose; 4.- Fragdo
solivel de células carregando o vetor pET15b-Xf1510 antes da indugdo com lactose; 5.- Fracdo
insoltvel carregando o vetor pET15b-Xf1510 antes da indugdo com lactose; 6.- Proteina purificada,
eluida da coluna de afinidade a Ni com 200 mM de imidazol. A massa molecular de 37 kDa foi
calculada a partir da seqiiéncia de aminoacidos da proteina.

4.1.2.Atividade enzimatica
4.1.2.1. Especificidade ao substrato

A tabela 5 mostra a caracterizagdo da especificidade ao substrato da
Xf1510. A proteina é capaz de agir sobre substratos sintéticos, removendo
aminoacidos da extremidade N-terminal. A melhor atividade foi obtida com L-Pro-
PNA e L-Ala-pNA, mas enzima foi capaz também de remover L-Gly-pNA e mostrou
atividade residual com L-Ser-pNA, L-Ile-pNA e L-Met-pNA. A enzima nao
apresentou atividade significativa em relacao aos demais aminoacidos na condigao

experimental utilizada em nossos experimentos.
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Tabela 5. - Especificidade ao substrato da proteina Xf1510.

Substrato Atividade Relativa (%)
L-prolina-pNA/BNA 100
L-alanina-pNA 121
L-glicina-pNA 30,2
L-serina-BNA 4,4
L-isoleucina-BNA 4,4
L-metionina-pNA 2,1
L-triptofano-BNA 0,3
L-tirosina-BNA 0,2
L-lisina-pNA 0,0
L-leucina-pNA 0,0
L-arginina-pNA 0,0
L-valina-pNA 0,0
L-fenilalanina-pNA* 0,0

* A solubilidade de L-fenilalanina-pNA é menor que 7,7 mM. A atividade da Xf1510 foi medida com a
fenilalanina em suspensdo (Byun et al., 2001).

4.1.2.2, Cinética enzimatica da proteina Xf1510

Os parametros cinéticos da enzima Xf1510 foram determinados usando
substratos sintéticos p-nitroanilida (p-NA), derivados dos amino acidos prolina e
alanina. Estes parametros sao mostrados na tabela 6. O valor da K}, foi 2,6 mM
para L-Pro-pNA e 8,0 para L-Ala-pNA. Os valores de k. foram 6,3 s'e 15,7 s*
para L-Pro-pNA e L-Ala-pNA, respectivamente. A eficiéncia catalitica (koK) da
enzima em relacdo a estes dois substratos foi muito similar: 2,4 e 2,0 s* para L-

Pro-pNA e L-Ala-pNA, respectivamente. Estes dados indicam que embora a Xf1510

47



f/g (;y///(l(/('o’

apresente um valor de Km maior em relacao a alanina, este efeito € compensado
por um maior valor da constante catalitica e, dessa forma, a enzima catalisa ambos

0s substratos com a mesma eficiéncia.

Tabela 6. - Parametros cinéticos para hidrolise de L-prolina e L-alanina-p-nitroanilida pela
proteina Xf1510.

Substrato Kn (mM) Kear (5) Keat/Km (UM ? 5-1)
L-prolina-p-nitroanilida 2,6 £0,5 6,3 2,4
L-alanina-p-nitroanilida 8,0+0,2 15,7 2,0

4.1.2.3. Efeito da temperatura na atividade enzimatica da proteina

Xf1510
A figura 6 (linha preta) representa o efeito da temperatura na atividade da
Xf1510. A enzima é mais ativa em temperaturas entre 40 e 50 °C decrescendo

rapidamente acima destas temperaturas, nao mostrando nenhuma atividade acima
de 65 °C.

4.1.2.4. Efeito da temperatura na estabilidade da proteina Xf1510

A termoestabilidade da enzima foi determinada medindo a sua atividade
residual apds incubacdo da mesma em diferentes temperaturas por 15 minutos
(Figura 6 — linha vermelha). A seguir a reacao foi realizada conforme descrito
anteriormente. A enzima manteve-se estavel até 40 °C, mas perdeu estabilidade a
temperaturas maiores que 45 °C. A atividade obtida a 25 °C foi considerada como
100%.
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Figura 6. - Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade da
proteina Xf1510. O efeito da temperatura na atividade da enzima (linha preta) foi determinado
a diferentes temperaturas variando de 10 a 65 °C seguindo a reacdao padrao descrita em materiais
e métodos. As maiores atividades obtidas foram a 100%. A termoestabilidade da enzima (linha
vermelha) foi determinada medindo a sua atividade residual apds a incubacdo por 15 minutos em
diferentes temperaturas. A atividade obtida a 25 °C foi considerada como 100%.

4.1.2.5. Efeito do pH na atividade enzimatica da proteina Xf1510

O pH o6timo da enzima foi encontrado entre pH 7,5 e 8,0 usando L-Pro-pNA
(Figura 7). Nenhuma atividade foi detectada abaixo de pH 5,0 ou acima de pH 9,5.
O procedimento de purificacdo foi realizado a pH 7,5 e quando a proteina foi
submetida a didlise para eliminar o imidazol e o NaCl presente nos tampdes de
purificacdo a proteina tendia a precipitar. A Unica maneira de mantermos a
proteina em solucdo para continuar a dialise foi manter a proteina em pH 9,0 sem
nenhuma concentracao de sal. A proteina foi mantida em solucdo a este pH e

quando diluida em pH 6timo a proteina manteve-se ativa.
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Figura 7. - Efeito do pH na atividade enzimatica da proteina Xf1510. A atividade foi
medida usando prolina-p-nitroanilida como substrato. A maior atividade obtida foi considerada
como 100 %. Os tampdes usados: Tris-HCI, Cacodilato de sodio bis-tris e bis-Tris-propane.

4.1.2.6. Efeito de inibidores de proteases na atividade enzimatica da
proteina Xf1510

O efeito de inibidores na atividade da PIP Xf1510 € mostrado na tabela 7. A
atividade enzimatica foi bruscamente reduzida por inibidores de serino-peptidases
(PMSF e banzamidina). A presenca de agentes quelantes de metais (EDTA, EGTA),
gue sao inibidores de metalopeptidases, nao teve efeito significativo na atividade
da enzima, mostrando que sua atividade nao depende da presenca de metais e
nem de grupos SH. Ja a adicao de agente redutor como DTT ndo teve efeito nem
mesmo em uma concentragao de 10 mM, porém B-mercaptoetanol mostrou uma
pequena inibicao.

A sensibilidade da PIP Xf1510 para os inibidores de serino-proteases confirma
o esperado, de acordo com a triade catalitica formada por um aspartico, uma
serina e uma histidina, cuja distribuicdo entre as familias de serino-proteases tem

sido bastante relatada na literatura (Kitazono et al,, 1994).
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Tabela 7. - Efeito de inibidores de proteases na atividade enzimatica da proteina Xf1510.

Inibidores Concentracao Final Atividade residual (%)
Controle 100
PMSF 0,5mM 65,5
1,0 mM 48,7
10 mM 0,0
Benzamidina 0,5 mM 68,9
1,0 mM 3,7
EDTA 10 mM 95,8
EGTA 10 mM 98,6
DTT 10 mM 99,2
B-Mercaptoetanol 10 mM 83,3

AbreviagOes: PMSF = Fluoreto de fenil metil sulfonil
EDTA = Etileno diamino tetraacetato
EGTA = Etileno glicol tetraacetato

4.1.2.7. Efeito de ions na atividade enzimatica da Xf1510

Metais pesados inibem a atividade enzimatica da Xf1510 (tabela 8). Niquel ndo
inibiu a atividade da enzima em baixa concentracao, 1 mM, porém é capaz de inibir
a enzima em concentracdes de 10 mM. A concentracdo de 0,5 mM de Cu®*, Co**,
Cd**, Fe** e Hg?* foi suficiente para inibir quase que completamente a atividade
enzimatica. Segundo Kazan et a/. (2005) a adicdo de CaCl, ocorre interferéncia na
atividade da serino-protease de Bacillus clausii GMBAE 42 (Kazan et al, 2005),
porém na PIP de X. fastidiosa isto ndo ocorreu porém esta interferéncia do calcio

nao causou nenhum efeito na Xf1510.
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Tabela 8. - Efeito de ions na atividade enzimatica da Xf1510.

Tons Concentracao final Atividade residual (%)
Controle 100
NaCl, 10 mM 95,0
Na,SO, 10 mM 95,1
MgCl;, 10 mM 102
MgSO. 10 mM 102
CaCl, 10 mM 108
NiSO4 1 mM 105
10 mM 2,9
ZnS04 0,5 mM 5,0
CuCl, 0,5 mM 0,0
CoCl, 0,5 mM 3,8
CdcCl, 0,5 mM 3,8
FeCl; 0,5 mM 4,6
HgCl, 0,5mM 0,0

4.1.3.Dicroismo circular

A figura 8 mostra o espectro de CD da Xf1510. O espectro de CD da Xf1510
na regiao de UV distante (Figura 8A), apresenta dois minimos, um a 208 nm e
outro em 222 nm, e um maximo relativo a 195 nm, caracteristicos de proteinas
cuja estrutura secundaria é predominantemente formada por o-hélice (Woody,
1994; Kelly e Price, 1997).

Na regido do UV-préximo (figura 8B) a Xf1510 apresenta dois minimos
relativos, o primeiro minimo por volta de 294 nm e o segundo por volta de 287,5

nm, separados por um maximo a 290,5 nm; a comprimentos de onda abaixo de
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280 nm esta proteina apresenta algumas estruturas finas, comuns de tirosinas e
fenilalaninas presentes na proteina (Woody, 1994).

O conteldo de estrutura secundaria da Xf1510 estimado a partir dos
espectros de UV-distante, usando o programa CDNN (Bohm et a/, 1992) foi de
30,8 % de a-hélices, 19,6% folhas B (antiparalela + paralela), 17,2% alcas, e
35,3% estrutura desordenada.

O espectro de CD UV distante da proteina Xf1510 (Figura 8A) é comum a
proteinas que possuem estrutura secundaria predominantemente formada por o-
hélice similar a outras prolina iminopeptidases caracterizadas previamente, o que

poderia inclui-la na familia das a/p hidrolases.
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Figura 8. - Espectro de Dicroismo circular da proteina Xf1510. A - UV distante. A
proteina foi diluida a concentragdo de 0,2 mg/mL em 10 mM Bis-Tris-Propane pH 7,5. B- UV-
préximo. No espectro de UV-proximo a proteina foi concentrada a 1mg/mL em 10 mM Bis-Tris-
Propano pH 7,5.
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4.1.4. Alinhamento de seqiiéncia da proteina Xf1510

Apds o seqlienciamento completo do genoma da X. fastidiosa, um gene foi
anotado como provavel prolina iminopeptidase, o gene Xf1510. O alinhamento de
sequiéncia da Xf1510 com duas prolina iminopeptidases cujas estruturas
tridimensionais ja foram depositadas nos banco de dados, estd representado na
figura 9. A Xf1510 apresenta 81% de identidade e 91% de similaridade com a PIP
de Xantomonas e com a PIP de Serratia apresenta 56% de identidade e 71% de
similaridade. Esta proteina apresenta em seu sitio ativo a triade catalitica
conservada como nas outras duas prolina iminopeptidases, composta por uma
serina, uma histidina e um aspartico (em destaque na figura 9). Além disso, estas
enzimas apresentam uma cisteina (cisteina 261) préxima ao aspartico da triade
catalitica, o que pode ser uma possivel explicacdo para o efeito de alguns ions na
atividade da enzima, e além disso, inicialmente acreditava-se que estas proteinas
fossem na verdade cisteino-aminopeptidases e ndo serino-aminopeptidases.
Porém, com estudos de mutacdo sitio-dirigido, retirando-se esta cisteina as

proteina manteve a atividade e foi inibida por inibidores de serino-proteases.

4.1.5.Predicao da estrutura secundaria da proteina Xf1510

A predicao da estrutura secundaria da Xf1510, baseada na sua seqiiéncia de
aminoacidos, realizado com o programa PSIPRED (McGuffin et a/, 1999), mostrou
que esta proteina possui predominancia de estrutura em alfa-hélice e um padrao
de estrutura secundaria caracteristico ao grupo de proteinas pertencente a familia
das o/p hidrolases. A figura 10 mostra as representacoes da predicao de estrutura
secundaria da Xf1510 em comparacao com a PIP de X. campestris que ja foi
resolvida (Medrano et al, 1998), mostrando claramente que estas duas proteinas

sao extremamente semelhantes apresentam o mesmo padrao de enovelamento.
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4.1.6.Efeito do pH na estrutura secundaria da Xf1510

Os espectros representados na figura 11 mostram claramente a mudanca de
conformacao sofrida pela proteina conforme a variacdo do pH, havendo uma a
regidao critica na qual o pH interfere na conformacdo da proteina. Para facilitar a
visualizacao da transicdo colocamos trés espectros representando pHs onde a
proteina é estavel e pHs onde a proteina sofre alteracdes em sua estrutura (Figura
11). Em pH 4,0 e 9,0 o espectro da proteina € muito semelhante, sendo o sinal de
CD mais intenso a pH 9,0, nos minimos. Ja 0 maximo a 195 nm é mais intenso em
pH 4,0. A proteina nestes pHs apresenta dois minimos um deles a 208 nm e outro
a 222 nm, e 0 maximo a 195 nm bem definidos. Ja em pH 6,0 a proteina sofre
alteracdes em sua conformacao, e o sinal de CD na altura do minimo a 208 nm vai
sendo deslocado, enquanto que o outro minimo a 222 nm ndo apresenta uma
alteracdo tao visivel quanto a perda que observamos a 208 nm. Ja o sinal maximo
a 195 nm, apesar de nao ter sido deslocado, nao apresenta um sinal tao
acentuado como observado nos pH 4,0 e 9,0. A proteina sofre uma alteragdo em
sua conformacao estrutural na faixa de pH que vai de 5,0 a 8,0 e para evidenciar
esta mudanca conformacional, fizemos a razdo entre os dois minimos 222 nm/208
nm (Figura 12). Esta sensibilidade da proteina a estes pHs explica a dificuldade
que tinhamos em manter a proteina em solugdo apds a purificacdo. Nobs
purificamos a proteina a pH 7,5 e a seqguir faziamos também a didlise no mesmo
pH, porém a proteina precipitava, ainda que com a adicdo de cloreto de sddio ou
agentes redutores, como DTT. A partir dos resultados destes experimentos
mudamos o pH da dialise para pH 9,0 uma vez que neste pH foi possivel manter a

proteina estavel em solucao.
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Figura 11. - Efeito do pH na estrutura secundaria da proteina Xf1510. Espectros
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Figura 12. - Efeito do pH sobre o sinal de CD da proteina Xf1510. Os espectros de
CD foram realizados a 208 e 222 nm variando o pH na faixa de 4 a 11.

Os dados de CD UV distante foram analisados pelo programa CDNN em
todos os pHs (Figura 13). A proteina na faixa de pH de 5,0 a 8,0 apresenta em seu

contetdo maior predominancia de estrutura desordenada, o conteldo de o-hélice
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€ menor e o conteldo de folhas B aparece em maior proporgao, quando
comparado ao contetdo encontrado nos pHs fora desta faixa. Tanto abaixo quanto
acima desta faixa, a proteina apresenta maior conteido de estrutura em o-hélice.
Porém, o contelido de estrutura em folha B difere, sendo que abaixo do pH 5,0 a
proporcao € menor em relagdo ao contelido desta conformacao em pHs superiores
a pH 8,0.

Esta proteina tem grande contetido de a-hélices e um modelo de elementos
de estrutura secundaria muito similar ao de aminopeptidases pertencentes a
familia das o/p hidrolases o que pode nos indicar que esta proteina seja parte
desta familia.

| L v' L L L
w [ ]
;\; 40 m - ] ..Vvav [ ] - -
~ v
v ]
E i v.v v Vv - n
[} = .'
-] [ \ 4
S0l VY™, ammy vV
] = v_Y =
7] | § v
m© B -
5 @
E ..00 | T
£ 20 - ‘s e ® e -
w PR ® .
I ° J
® ® ) e
T . ©®1 P
4 5 6 7 8 9 10 11
pH
v Desordenada m o-Helice e Folhap Beta-Turn

Figura 13. - Estrutura secundaria da proteina Xf1510 frente a variacdo de pH.
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4.1.7.Desnaturacao térmica

Os experimentos de desnaturacdo térmica da enzima Xf1510 foram
realizados de 10 a 80°C, acompanhados por dicroismo circular em tampao Bis-tris-
propano nos pH 7,1; 7,5; 8,1; 8,5 (Figura 14).

A andlise do perfil dos espectros de desnaturacdo térmica nos pH 7,1 e 7,5
mostram que a proteina Xf1510 perde parte da estrutura secundaria, e a partir de
50°C, a proteina agrega e em seguida precipita (Figura 14). Ao final destes
experimentos foi observado forte precipitado na cubeta. Em pH 8,0 (Figura 14),
verificamos que houve uma perda gradativa da estrutura, a proteina agregou,
porém nao encontramos precipitacdo como encontrado nos pH 7,1 e 7,5. Ja em pH
8,5, na mesma figura, a proteina manteve-se estavel, perdendo parte da estrutura
secundaria a partir de temperaturas elevadas, mas nao foi observado precipitagao
da proteina. Estes dados nos mostraram que diferenca no pH afeta a estrutura da
proteina.

De maneira analoga ao efeito do pH observado sobre a conformacdo da
proteina, também existe um efeito semelhante do pH sobre a desnaturacao
térmica. Na figura 15 representamos um perfil tipico do desenovelamento da
proteina Xf1510 em pH 9,5 onde a proteina é mais estavel e ndo precipita ao final
do experimento. Abaixo de pH 5,0 e acima de 8,0 a proteina desenovela e
permanece em solugdo, mas ndo podemos afirmar que esta proteina apresenta
apenas dois estados. Os calculos da temperatura de fusao foram feitos usando-se
o programa Origin, através do ajuste de uma curva sigmoidal. A Xf1510 é bastante
sensivel em temperaturas superiores a 55 °C, a proteina precipita pelo efeito da
temperatura, e quando associado ao efeito do pH, na faixa de 50 a 8,0

principalmente a desnaturacao foi realizada até 55 ©C.
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Figura 14. - Espectros de desnaturacao térmica da proteina Xf1510 acompanhada por CD. A proteina foi diluida
a uma concentracao final de 0,2 mg/mL nos diferentes pHs e a seguir a desnaturacao foi iniciada varando a temperatura de 10 a 95
0C, em intervalos de 5 °C. Os espectros de CD representam a média de 4 acumulagdes em cada tempertura nos pHs 7,1; 7,5; 8,1 e
8,5.
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Figura 15. - Desnaturagao térmica da proteina Xf1510. Desnaturacdo térmica

acompanhada por CD em tampao CABS pH 10,6.

Tabela 9. — Estabilidade térmica da proteina Xf15107 em diferentes pHs e suas

respectivas temperaturas de fusao.

Tampao (pH) Tm (°C)
Acetato de Sédio pH 4,0 50,1 =+0,1
Acetato de Sddio pH 4,6 32,6 +0,1
Citrato de Sdodio pH 5,0 61,1 :0,1

Bis-Tris-Propane pH 8,1 64,2 0,1
Bis-Tris-Propane pH 8,5 44,5 +0,3

AMPSO pH 9,0 35,0 +0,1

AMPSO pH 9,5 36,1 +0,1

CABS pH 10,0 40,1 :0,1

CABS pH 10,6 28,9 0,1
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4.1.8.Desnaturacao Quimica
4.1.8.1. Desnaturacao quimica da Xf1510 induzida por GdnHCIl em
pH 7,0

A figura 16 representa as curvas de desnaturacao quimica induzida por
GdnHCI em pH 7,0 com excitagdgo no comprimento de onda de 295 nm e
acompanhado por fluorescéncia. A estrutura primaria da Xf1510 possui 10
residuos de triptofanos e analisou-se os espectros de emissao de fluorescéncia do
ensaio de desnaturacao quimica induzida por guanidina em pH 7,0 em dois
diferentes comprimentos de onda de excitacao: 280 e 295 nm. Como o perfil dos
espectros nao apresentou diferencas, apenas os dados de excitacao a 295 nm sao
mostrados e discutidos. A presenca de guanidina induz mudancas na conformagao
da enzima, que precipita imediatamente em baixas concentragdoes de GdnHCI (0,3
— 2,1 M) reduzindo bruscamente a intensidade de fluorescéncia, ndo detectada
em 350 nm (figura 16B). Acima de 2,4 M as intensidades de fluorescéncia
aumentam para 3,4 (U.A.), ocorrendo maior exposicao dos triptofanos, e a seguir
tem uma queda na intensidade e por volta de 5 M de guanidina (2,4 U.A.) a
proteina esta totalmente desenovelada. Acompanhando o grafico onde colocamos
os comprimentos de onda no maximo de emissao da proteina Xf1510 nas
diferentes concentragdoes de guanidina (figura 16A), vemos que os dados obtidos
confirmam a acao da guanidina na estrutura da Xf1510, ocorrendo logo no inicio
(regiao onde ocorreu a precipitacao mostrada na figura 16B) uma alteracao que
pode ser efeito da guanidina no ambiente da rede de agua do bolsao de
solvatacdo, que afeta tanto a estrutura da proteina que a maior parte da proteina
em solugdo precipita. Esta alteracdo conformacional pode nos indicar também que
existe uma transicao nesta regiao. A partir de 2 M parece existir outra mudanca
conformacional onde a proteina desnatura gradativamente até a atingir o maximo
por volta de 350 nm onde os triptofanos estao completamente expostos ao

solvente.
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Estes experimentos mostram que a proteina Xf1510 é bastante sensivel ao
desnaturante guanidina e, além disso, vemos que esta proteina possivelmente
apresenta mais de dois estados, ou seja, deve haver intermediarios na via de
desenovelamento, o que dificulta o tratamento dos dados, sendo necessario o uso
de técnicas mais refinadas para acompanharmos estas mudangas na conformagao

da proteina.
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Figura 16. - Desnaturacao quimica da proteina Xf1510 com GdnHCl em pH 7,0 a
25 °C medidos por fluorescéncia com excitacao a 295 nm. A) Comprimento de onda
no maximo de emissao da proteina Xf1510 em diferentes concentracdes de GdnHCI; B) Intensidade
de fluorescéncia a 350 nm. As linhas servem apenas para facilitar a interpretagao dos graficos.

4.1.8.2. Desnaturacao quimica da proteina Xf1510 com uréia em pH
7,0

A figura 17 representa os experimentos de desnaturagao quimica da Xf1510
usando como agente desnaturante uréia em pH 7,0. Os experimentos foram
acompanhados por fluorescéncia, com excitacao a 295 nm. Em presenca de uréia,
a proteina Xf1510 ndo precipitou, efeito ocorrido nos experimentos realizados na
desnaturacao quimica com o desnaturante guanidina. A concentracdo de uréia
necessaria para causar o mesmo efeito que a guanidina na estrutura da Xf1510 foi
aproximadamente duas vezes maior (figura 17A). Na concentracao de 4 M de

uréia, podemos visualizar uma possivel transicdo por volta em 341 nm, que
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acreditamos que coincida com o encontrado no desenovelamento induzido por
guanidina, porém, na concentracdo de 2 M. A proteina Xf1510 ndo foi totalmente
desnaturada nem mesmo com 8M de uréia, pois seu maximo de fluorescéncia
nesta concentracao foi de 345 nm, enquanto que em guanidina 6 M foi de 352 nm
(Figura 17A).

Estes dados demonstram novamente que a proteina Xf1510 provavelmente
apresenta mais de dois estados, ou seja, devem existir estados intermediarios

entre a proteina nativa e desenovelada.
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Figura 17. - Desnaturacao quimica da proteina Xf1510 com uréia em pH 7,0
acompanhada por fluorescéncia a 25 °C com excitagao a 295 nm. A) Comprimento
de onda no maximo de emissdo da proteina Xf1510 em diferentes concentragdes de Uréia; B)
Intensidade de fluorescéncia a 350 nm. As linhas servem apenas para facilitar a interpretacdo dos
graficos.

4.1.9.Desnaturacao quimica da Xf1510 induzida por GdnHCl em pH 9,0

A figura 18 representa a desnaturacdo quimica induzida por guanidina em
pH 9,0 uma vez que a proteina apresentou-se mais estavel neste pH. Os
resultados obtidos foram similares aos correspondentes em pH 7,0. A proteina
iniciou seu desenovelamento em 1 M de guanidina e sofreu sua segunda transicao

a partir de 4 M de guanidina (Figura 18A).
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Figura 18. - Desnaturacao quimica da proteina Xf1510 com GdnHCI em pH 9,0
medida por fluorescéncia com excitacao a 295nm a 25 °C. A) Comprimento de onda
no maximo de emissao da proteina Xf1510 em diferentes concentracdes de GdnHCI; B) Intensidade
de fluorescéncia a 350 nm. As linhas servem apenas para facilitar a interpretagao dos graficos.

Os experimentos de desnaturacao quimica com uréia em pH 9,0 (Figura 19)
também foram semelhantes aos experimentos em pH 7,0 (Figura 17). Mesmo em
8 M de uréia, a proteina ndo foi totalmente desenovelada. Em ambos pHs a

segunda transicao parece iniciar a partir de 7 M de uréia.
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Figura 19. - Desnaturacao quimica da proteina Xf1510 com uréia em pH 9,0
medida por fluorescéncia a 25 °C com excitacao a 295 nm. A) Comprimento de onda
no maximo de emissao da proteina Xf1510 em diferentes concentracdes de Uréia. B) Intensidades
de fluorescéncia a 350 nm. As linhas servem apenas para facilitar a interpretagao dos graficos.

4.1.10.

Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A massa molecular da Xf1510 em solucao foi determinada por espalhamento

dinamico de luz (DLS) em dois pHs (7,0 e 9,0). Os valores obtidos para o raio de

giro hidrodinamico foi de 3,8 nm em ambos os pH, e este valor corresponde a

massa molecular de 78 kDa. Esta massa molecular esta de acordo com a existéncia

de dimeros em solucdo; a massa molecular calculada para o monomero a partir da

seqliéncia de aminoacidos é de 37,9 kDa (Figura 20).
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Figura 20. - Espalhamento dinamico de luz da proteina Xf1510.

4.1.11. Ensaios de cristalizacao

Obtivemos pequenos cristais da pip XF1510 utilizando o método de difusao
de vapor a 20 °C (Figura 21). Os cristais foram obtidos em diferentes condicoes
citadas na tabela 10, contendo polietilenoglicol (PEG), HEPES pH 7,5; MPD,
Acetado de magnésio, sulfato de amoénia, citrato de sodio, iso-propanol, Na HEPES,
reagentes usados como agentes precipitantes. Como haviam muitos cristais e
muito pequenos, fizemos um refinamento de uma das condicbes que obtivemos
cristais listadas na tabela 10. A partir da condigao de 10 % PEG 6000; 0,1M HEPES
pH 7,5; 5 % MPD, variamos a concentracao de PEG 6000 de 2 a 10 %; de tampao
HEPES do pH 6 a 7,5 e de MPD variando-se a concentracao de 0 a 5%. Ao final
dos experimentos de refinamento obtivemos formacao de cristais sem faces

definidas, e ainda permaneceram pequenos nao atingindo tamanho necessario
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para experimentos de difracao. Ainda assim, selecionamos alguns de maior
dimensdo e levamos a linha de cristalografia do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron para experimentos de difracdo de raios-X, porém os cristais ndo
difrataram.

Tabela 10. - Condigdes de cristalizacdao nas quais obtivemos cristais da proteina
XF1510.

0 % PEG 6000; 0,1M HEPES pH 7,5; 5 % MPD;

30 % PEG 400; 0,1M Na MES pH 6,5; 0,1 M acetato de sddio;

20 % PEG 3000; 0,1 M HEPES pH 7.5, 0,2 M acetato de sodio;

12 % PEG 4000, 0,1 M Na HEPES pH 7,5; 0,1 M acetato de sddio;
10 % PEG 4000; 5 % Iso-Propanol; 0,1 M Na HEPES pH 7,5;

20 % PEG 4000; 5 % Iso-Propanol; 0,1 M citrato de sddio;

10 % PEG 8000; 0,1 M Na HEPES pH 7,5; 0,2 M acetato de calcio;
10 % PEG 8000; 0,05 M acetato de magnésio; 0,1 M acetato de sddio;
10 % PEG 8000; 0,.2 M Mg acetato de magnésio;

10 % PEG 8000; 10 % etilenoglicol; 0,1 M Na HEPES pH 7,5;

15 % PEG 8000; 0,05 M sulfato de amonia; 0,1 M citrato de sodio;
1,0 M sulfato de amonia; 0,1 M Tris-HCI pH 8,5.
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Figura 21. - Cristais de XF1510 de X. fastidiosa. Os cristais foram obtidos em diferentes condigbes contendo agentes

precipitantes, porém ndo apresentavam dimensGes adequadas aos experimentos de difragdo. A: foto retirada de uma gota contendo
varios cristais da proteina Xf1510; B: Detalhe dos cristais.
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4.2. Caracterizacao da proteina Xac2987

4.2.1.Clonagem

O gene Xac2987 de X. axonopodis foi amplificado por PCR a partir de DNA
gendmico usando os oligonucleotideos iniciadores desenhados com base na
seqliéncia do gene. Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para gerar
produtos com uma seqiiéncia extra coesiva com o vetor (seqiiéncia sublinhada)
para eficiéncia na clonagem e purificagdo. Os produtos de PCR foram clonados no
vetor pGEM-T-Easy (Promega) resultando no plasmideo pGEM-Xac2987. O gene foi
digerido do plasmideos pGEM-Xac2987 com as endonucleases Ndel e Xhol e
clonado no vetor pET15b resultando no plasmideo pET15b-Xac2987. Diferentes
temperaturas e diversas linhagens de E. coli foram testadas para transformacao e
expressao da proteina, porém obtivemos melhores resultados com a linhagem
pLysS. A confirmagdo da presenca do inserto foi realizada por PCR de col6nia, e 0s
clones positivos confirmados por digestao e eletroforese em gel de agarose. A
seguir, a expressao dos clones que continham a proteina foi induzida com 10 mM

de lactose, em 1 litro do mesmo meio de cultura.

4.2.2.Purificacao da proteina Xac2987

Para a purificacdo da proteina Xac2987, utilizamos os mesmos protocolos
usados para a Xf1510. A eluicao foi feita por gradientes em degrau com
concentragdes crescentes de imidazol. A proteina foi eluida em uma concentragao
de 150 mM de Imidazol. Apds a purificacao por cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (IMAC), as fracOes coletadas foram analisadas por SDS-PAGE. A
enzima purificada migra como uma Unica banda com tamanho de 36 kDa, valor

esperado quando somado a cauda de seis histidinas (Figura 22).
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Figura 22. - SDS-PAGE 15 % - Expressao da proteina recombinante Xac2987
em E. coli. 1.- Marcador de peso molecular; 2.- Fracdo soluvel das células carregando o vetor
pET15b- Xac2987 apds inducdo com lactose; 3.- Fracdo insolivel de células carregando o vetor
pET15b-Xac2987apds inducdo com lactose; 4.- Fracdo solivel de células carregando o vetor
pET15b-Xac2987antes da inducdo com lactose; 5.- Fragdo insollvel carregando o vetor pET15b-
Xac2987 antes da inducdo com lactose; 6.- Proteina purificada, eluida da coluna com 150 mM de
imidazol. A massa molecular de 36 kDa foi calculada a partir da sequéncia de aminoacidos da
proteina.

4.2.3.Atividade enzimatica
4.2.3.1. Especificidade ao substrato da proteina Xac2987

A especificidade ao substrato na atividade catalitica da enzima Xac2987 foi
medida com varios substratos sintéticos aminoacil p-nitroanilida e S-naftilamida,
para a remocao de aminoacidos da extremidade N-terminal, conforme descrito em
materiais e métodos. Os resultados da especificidade ao substrato da Xac2987
estdo na tabela 11. A melhor atividade da Xac2987 foi obtida na hidrdlise de
prolina, seguida por serina, glicina e alanina com atividade superior a 50%. Esta
enzima é capaz também de hidrolisar histidina, tirosina, triptofano, lisina e
metionina com atividade entre 10 e 50 %. Além disso, a enzima mostrou atividade

residual, menor que 10 %, com leucina, valina, fenilalanina e arginina.
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Tabela 11. - Especificidade ao substrato da proteina Xac2987.

Substrato Atividade Relativa (%)
L-prolina-pNA / L-prolina- 100
BNA
L-serina-BNA 64,1
L-Glicina-pNA 58,5
L-alanina-pNA 55,4
L-histidina-pNA 31,6
L-tirosina-BNA 30,3
L-triptofano-BNA 15,6
L-lisina-pNA 13,0
L-metionina-pNA 11,5
L-leucina--pNA 8,2
L-valina-pNA 5,3
L-isoleucina-BNA 4,6
L-fenilalanina-pNA * 1,1
L-arginina-pNA 0,05

* A solubilidade de L-fenilalanina-pNA é menor que 7,7 mM. A atividade da Xf1510 foi medida
com a fenilalanina em suspensao (Byun et a/., 2001).

4.2.3.2. Efeito do pH na atividade enzimatica da proteina Xac2987

O efeito do pH na atividade de Xac2987 foi medido em diferentes tampdes
com diferentes valores de pH, variando de pH 4 a 11 (Tabela 4). L-alanina-p-NA foi
usado como substrato (Figura 23). A enzima atinge o maximo de atividade entre
pH 5,5 a 7,5 sendo o pH 6timo encontrado igual a 6,6 e neste pH prosseguimos
todos os experimentos de atividade enzimatica.

73



f/{‘ (;y///(l(/('o’

[y
(=]
o

®
o

[=)]
o

Y
o

N
o

Atividade enzimatica (%)

o

10

Tris-HCI <« Hepes WV Acetato de sddio B Citrato de sodio Bis-Tris-Propane @ Bis-Tris

Figura 23. - Efeito do pH na atividade enzimatica da proteina Xac2987. A enzima
foi incubada 15 minutos nos diferentes pHs e a seguir a reagao foi realizada a 25°C, usando L-
alanina-p-nitroanilida como substrato. As maiores atividades obtidas foram consideradas como
100%.

4.2.3.3. Temperatura 6tima da atividade enzimatica da proteina
Xac2987

A temperatura na qual a enzima atingiu o0 maximo de atividade foi no
intervalo de 25 a 35 °C na hidrélise de L-alanina-p-NA, em um experimento
abrangendo uma variacao de temperatura de 20° a 65°C, linha preta (Figura 24,

linha preta).

4.2.3.4. Efeito da temperatura na estabilidade da proteina Xac2987

O efeito da temperatura na estabilidade da proteina Xac2987 esta
representado na figura 24 (linha vermelha). A enzima apresenta-se bastante
estavel e com atividade superior a 80% até atingir a atividade maxima na
temperatura otima. A partir de 35°C a atividade decresce bruscamente. Em

temperaturas acima de 50°C a enzima nao apresenta atividade.
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Figura 24. - Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade da
proteina Xac2987. O efeito da temperatura na atividade enzimatica da Xac2987 (linha preta )
foi determinado a diferentes temperaturas de variando de 10 a 65 °C, seguindo a reacao padrao.
As maiores atividades foram consideradas como 100%. A estabilidade térmica da enzima (linha
vermelha) foi determinada apds incubacdo por 15 minutos a cada temperatura. A atividade obtida a
250C foi considerada como 100 %. O substrato usado foi L-alanina-pNA.

4.2.3.5. Cinética enzimatica da proteina Xac2987

Os parametros cinéticos para hidrdlise dos diferentes substratos p-NA e S-
naftilamida da proteina Xac2987 estdao listados nas tabelas 12 e 13,
respectivamente. Os maiores valores de Km da Xac2987 foram obtidos com L-
alanina-p-NA, L-prolina-p-NA e L-glicina-p-NA. A K, de L-Pro-p-NA foi de 115 pM
e a enzima foi capaz de hidrolisar 335 L-Pro-p-NA por segundo. Usando L-Ala-p-NA
como substrato, a velocidade foi de 155 seg?, aproximadamente duas vezes
menor do que para a L-Pro-p-NA. Porém a constante catalitica da Xac2987 para a
L-Ala-p-NA foi maior que para a L-Pro-p-NA (tabela 12), indicando que a Xac2987
hidrolisa com maior eficiéncia L-Ala-p-NA do que L-Pro-pNA e L-Gly-pNA. Ja os
valores das constantes enzimaticas da Xac2987 para os substratos B-naftilamida
(tabela 13) foram menores do que aqueles apresentados para os substratos pNA.
A maior constante catalitica mostrada pela enzima frente a estes substratos foi da
ordem de 0,60 u M* s com L-prolina-BNA. Porém ndo é possivel uma comparacdo

entre estes dados, pois foram usados métodos diferentes para os calculos dos
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parametros cinéticos. E como os parametros cinéticos para p-NA sdao medido por
absorcao e os parametros B-NA sdo medidos por fluorescéncia nao podemos
comparar os resultados para afirmar se a proteina apresenta maior ou menor
eficiéncia na catalise destes substratos. Unicamente podemos verificar que a
eficiéncia catalitica da Xac2987 é maior com L-prolina-pNA (2,91 uM* s™) quando
comparada com o valor obtido com L-prolina-BNA (0,60 uM™* s). O que pode

sugerir que a Xac2987 seja mais eficiente na catalise de substratos pNA.

Tabela 12. - Parametros cinéticos para hidrdlise diferentes substratos p-NA pela proteina
Xac2987.

Substrato Km (uM) Keat (s™1) Keat/ Km(uM™s™)
L-prolina-pNA 115 + 11 335 2,91
L-glicina-pNA 158 £ 12 170 1,08
L-alanina-pNA 49,0 + 0,6 155 3,17

L-metionina-pNA 247 £ 19 27,8 0,11
L-fenilalanina-pNA 252+ 1,6 18,8 0,75

L-lisina-pNA 233 £ 16 13,4 0,06
L-valina-pNA 14,0 £ 1,9 11,7 0,87
L-leucina-pNA 8,2+0,8 9,5 1,16
L-arginina-pNA 207 + 32 0,085 0,0004
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Tabela 13. - Parametros cinéticos para hidrdlise de substratos BNA pela proteina
Xac2987.

Substrato Ken (uM) Kat (57)  Keat/Km (uM's™)
L-prolina-BNA 4,48 £ 0,67 2,78 0,60
L-serina-BNA 9,49 £ 1,42 0,57 0,06

L-isoleucina-BNA 0,32 £ 0,05 0,20 0,60
L-triptofano-BNA 7,27 £ 1,83 0,62 0,08
L-tirosina-BNA 16,24 + 2,20 0,91 0,05
L-histidina-BNA 5,70 £ 0,97 0,97 0,17
4.2.3.6. Efeito de inibidores de proteases na atividade enzimatica da
proteina Xac2987

O efeito dos inibidores de proteases na atividade da Xac2987 foi testado por
incubacdo de cada composto quimico com a enzima a pH 6,6 por 15 minutos antes
de iniciar a reacdo. O efeito de inibidores na atividade da Xac2987 é mostrado na
tabela 14. A proteina é inibida por PMSF e benzamidina que sdo inibidores de
serino-protease. A presenca de quelantes de metal como EDTA e EGTA nao
alteram a atividade enzimadtica indicando que esta proteina nao é uma
metaloprotease. DTT e [B-mercaptoetanol também ndo alteram a atividade da
enzima. Estes resultados incluem a Xac2987 no grupo das serino-proteases, 0 que
também ja era esperado baseado na conservacao da triade catalitica na seqiiéncia

da proteina.
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Tabela 14. - Efeito da acdo de inibidores de proteases na atividade enzimatica da
proteina Xac2987.

Inibidor Concentragéo final ~ Atividade Relativa (%)
Controle 100
PMSF 0,5mM 56,1

1,0 mM 39,3
10 mM 33,5
Benzamidine 0,5mM 54,6
1,0 mM 3,3
EDTA 10 mM 111
EGTA 10 mM 115
DTT 10 mM 103
B-mercaptoetanol 10 mM 94,2

Abreviagdes: PMSF = Fluoreto de fenil metil sulfonil
EDTA = Etileno diamino tetraacetato
EGTA = Etileno glicol tetraacetato

4.2.3.7. Efeito de ions na atividade enzimatica da proteina Xac2987

O efeito de ions na atividade enzimatica da proteina Xac2987 é mostrado na
tabela 15. A proteina ndo sofre alteragdo na atividade em presenga ions como
NaCl,, NaSO4, MgCl,, MgSO4 e CaCl,. Em contrapartida, 0,1 mM de HgCl, ja é
suficiente para inibir drasticamente a enzima. Outros compostos em pequenas
concentragdes também inibem a atividade da enzima, como por exemplo: 0,5 mM
CdCl; e 0,5 mM CuCl,. A adicao de 0,5 mM ZnCl, faz com que a atividade seja
reduzida para 36%. Compostos adicionados em concentragdes maiores (10 mM)
como FeCls, CoCl, e NiSO4 inibem a proteina 74%; 2% e 28% respectivamente. A
presenca de metais pesados inibe a atividade da Xac2987, mostrando que esta

enzima ndo é uma proteina metal dependente.
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Tabela 15. — Efeito de metais na atividade enzimatica da proteina Xac2987.

Ton Concentracao final Atividade relativa (%)
Controle 100
NaCl, 10 mM 95,0
Na,SO4 10 mM 95,1
MgCl, 0,5mM 102
MgSO4 0,5 mM 102
CaCl, 0,5 mM 108
NiSO4 1mM 94
10 mM 28
ZnS04 0,5mM 36
CuCl, 0,5mM 3
CoCl, 0,5 mM 91
10 mM 2
CdcCl, 0,5 mM 1
FeCls 0,5mM 98
10 mM 74
HgCl, 0,1 mM 0

4.2.4.Dicroismo circular
4.2.4.1. Dicroismo Circular (CD) da proteina Xac2987
O espectro de CD (UV distante), figura 25 A, apresenta sinal caracteristico

de proteina com presenca de mistura de a-hélices e folhas B, com dois minimos,
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um por volta 209 € um ombro a 216 nm e um maximo por volta de 192 nm,

incluindo a proteina Xac2987 também na familia das proteinas o/p hidrolases.
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Figura 25. - Dicroismo circular proteina Xac2987. A) Espectro de dicroismo circular
UV-distante de Xac2987. B) UV-proximo de Xac2987. A concentracdo da proteina a 1Img/mL em 10
mM Tris-HCI pH 7,5.

Na regido do UV-préximo (figura 25B) a proteina mostrou cinco minimos
relativos a 294,2; 286,5; 275,4; 268,4 e 262,2 nm e cinco maximos relativos a
290,2; 281,8; 271,2; 262,2 e 257,6 nm. O conteludo de estrutura secundaria da
Xac2987, estimado a partir do espectro de UV-distante usando o programa CDNN
(Bohm et al, 1992), foi: 18.6 % a-hélices, 37,1 % folhas-p (antiparalelas +

paralelas), 18,6% voltas e 28,2% de formas nao ordenadas.

4.2.4.2, Alinhamento de seqiiéncia da proteina Xac2987 com algumas

PIPs cujas estruturas cristalograficas ja sao conhecidas

A Xac2987 foi anotada no banco de dados como pertencente a familia de
prolina iminopeptidases, devido a similaridade de seqiiéncia com muitas proteinas
também anotadas como provaveis PIPs. Porém, com base em nossos resultados,
acreditamos que estas anotacOes estejam equivocadas, uma vez que nossos dados

indicam que a Xac2987 é uma aminopeptidase de amplo espectro, sugerindo que
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algumas destas proteinas também possam ter sido anotadas erroneamente. A
figura 26, representa o alinhamento de seqliéncia da Xac2987 com mais trés
proteinas, comprovadamente pertencentes a familia das PIPs, constatamos a
existéncia de diferencas estruturais que excluem a Xac2987 deste grupo de
proteinas. Mas esta proteina também apresenta os residuos da triade catalitica na
mesma posicao que as PIPs, o que pode incluir a mesma na familia da serino-

proteases, como € o caso da Xf1510.

4.2.4.3. Predicao de estrutura secundaria da proteina Xac2987 de X.

axonopodis pv. citri

Fazendo-se uma comparacao de seqiiéncia da Xac2987 em um banco de

dados de proteinas com dominio conservado (Marchler-Bauer & Bryant, 2004) e

também no site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) encontramos que esta
proteina apresenta enovelamento similar ao da familia das o/ hidrolases.

A predicdo da estrutura secundaria desta proteina, baseada em sua
seqiiéncia de aminoacidos e realizada com o programa PSIPRED (McGuffin et al.,
1999), comparando-se com a proteina PIP-Xac, mostrou que a Xac2987 possui um
grande contetdo de o-hélices e um padrao de estrutura secundaria similar ao de

muitas aminopeptidases pertencentes a familia das o/ hidrolases (Figura 27).
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4.2.4.4. Mudancas conformacionais induzidas pelo pH na proteina
Xac2987

O efeito de pH na estrutura da proteina Xac2987 foi acompanhado por CD
na faixa de pH de 3 a 11. A proteina apresenta mudangas conformacionais na faixa
de pH 4,5 a 7,5. Selecionamos quatro espectros da proteina nos pH 4,0; 6,4; 6,6 e
9,0, para demonstrarmos esta mudancga estrutural apresentada pela proteina nesta
faixa de pH (Figura 28). A proteina apresenta uma conformacao muito semelhante
em pH 4,0 e 9,0. Embora a pH 9,0 o sinal de CD seja mais intenso os minimos e o
maximo mantém-se na mesma posicao. Na faixa de pHs de 4,5 a 7,5 o espectro de
CD sofre uma mudanca, reduzindo a intensidade da banda a 208 nm, que chega a
desaparecer (Figura 28). Este efeito do pH sobre esta proteina foi mais evidente
do que em relagao a Xf1510 quando desenhamos a razao de elipticidade a 222 e
208 nm (Figura 29).

A proteina Xac2987, assim como a Xf1510, é instavel em solugdo e precipita
apos a didlise para eliminar o imidazol e o cloreto de sodio que foram usados na
purificacdo. Esta proteina também permanece estavel em solugdo a um pH de 9,0

e portanto ela também foi mantida neste pH para armazenamento.
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Figura 28. - Efeito do pH na estrutura da proteina Xac2987. Os espectros foram
coletados de na faixa de pH de 3 a 11, porém aqui representamos apenas aqueles que representam
a mudanga na estrutura secundaria da proteina.

[6] 222 nm / [6] 208 nm

Figura 29. - Efeito do pH sobre o sinal de CD da Xac2987. Os espectros de CD foram
realizados a 222 e 208nm, de 10 a 95°C, na faixa de pH de 3 a 11.

A figura 30 mostra o efeito do pH sobre o conteido em estrutura

secundaria da proteina Xac2987. Em pHs menores de 4,5 o conteldo de a-hélice é
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levemente menor que a pHs acima de 7,5 e o conteido de folha-B é
significativamente maior, enquanto que o conteldo de voltas-B e de estrutura
desordenada nao sofre nenhuma mudanca significativa. Na faixa de pH de 4,5 a
7,5 ocorrem as maiores mudancas na conformacdo da proteina. A maior mudanca
€ um aumento de aproximadamente 8 % em estrutura desordenada com uma

reducdo gradual de folha-p e um leve aumento de a-hélice.
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Figura 30. - Estrutura secundaria da proteina Xac2987 em funcao da variacao
do pH.

4.2.5.Desnaturacao térmica da proteina Xac2987
4.2,5.1. Dicroismo circular

Os experimentos de desnaturacao térmica da enzima Xac2987 foram
realizados entre temperaturas de 10 a 95 °C e acompanhados por dicroismo
circular nos seguintes valores de pH: 6,0; 6,6; 8,5; 9,1 (Figuras 31). A analise do
perfil dos espectros de desnaturacao térmica nos pH 6,0 e 6,6 representam
claramente que a proteina perde estrutura secundaria, e a medida que a

temperatura aumenta, a proteina sofre agregacao e precipitacao. Ao final destes
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experimentos foi observado precipitado branco na cubeta. Em pH 8,5 verificamos
que houve uma perda gradativa da estrutura, a proteina sofreu agregagao, porém
nao encontramos precipitados esbranquicados na cubeta como encontrado nos pH
6,0 e 6,6. Ja em pH 9,1 a proteina manteve-se estavel, até mesmo sob elevadas
temperaturas perdendo parte da estrutura secundaria, o que foi visivel no maximo
a 192 nm, cuja regiao sofreu uma perda na intensidade do sinal de CD, e que
também ao redor do minimo a 208 nm. A proteina Xac2987 também apresentou o
mesmo comportamento que a Xf1510 frente ao efeito do pH, porém nesta enzima
o efeito é maior na faixa de pH de 5,5 a 7,0 onde ela precipitou, ao comegar a
desnaturar, mostrando instabilidade nesta faixa de pH. Em pHs inferiores a 4,5 e
superiores a 7,5 a proteina permaneceu em solucao apds a desnaturagao. A
Xac2987 precipita tao logo seja diluida em pH 6,0 e 6,6 o que pode ser
evidenciado pela reducdo do seu sinal de CD de -10 mDeg para -5 mbDeg,
considerando-se o sinal de CD em pH 8,5 e 9,1 com o espectro obtido em pH 6,0 e
6,6.

Na figura 32, representamos um grafico com o perfil caracteristico obtido
em pH 9,5 no qual a proteina esta em solugdo e mais estavel. Com base nos
espectros de CD-UV-distantes os valores das Tm foram calculados e estao
dispostos na tabela 16. Estes valores para a proteina Xac2987 nao apresentaram
uma variacdo significativa, podendo existir uma pequena tendéncia a maior
estabilidade em pHs mais baixos, o que mostra que a proteina comporta-se de
forma muito parecida em pHs inferiores a 4,5 e superiores a 7,5 como ja foi
evidenciado anteriormente. A desnaturacdao térmica da Xac2987 foi irreversivel,
pois a proteina sofreu agregacao seguida de precipitacao quando aquecida até 90
oC.
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Figura 31. — Desnaturacdao térmica da proteina Xac2987 acompanhada por CD. A proteina foi diluida a uma concentracdo
final de 0,2 mg/mL nos diferentes pHs e a seguir a desnaturagao foi iniciada varando a temperatura de 10 a 95 °C, em intervalos de 5 °C. Os
espectros de CD representam a média de 4 acumulages em cada tempertura.

L

424

17‘)/)[)///




f/{‘ (;y///(l(/('o’

0,8

0,6

04

f aparente

02

00~

15

20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

45

50 55

Figura 32. - Desnaturacdo térmica da proteina Xac2987. A desnaturacdo foi
monitorada por CD no A de 222 nm. As Tms foram calculadas nos diferentes pHs listados abaixo,
com suas respectivas temperaturas de fusdo. Nesta figura representamos um grafico de
desnaturagdo da Xac2987 em pH 4,0 no qual a proteina apresenta maior estabilidade.

Tabela 16. - Estabilidade térmica da proteina Xac2987 em diferentes pHs e suas
respectivas temperaturas de fusao.

Tampao (pH)

Tm (°C)

Acetato de Sadio 4,0
Bis-Tris-Propane pH 8,1
Bis-Tris-Propane pH 8,5

AMPSO pH 9,0
Bis-Tris-Propane pH 9,1
AMPSO pH 9,5
Acetato de Sddio pH 10,0
CABS pH 10,6
CABS pH 11,0

43,0+0,1
41,1+0,1
39,8+0,1
38,5+0,1
38,1+0,1
37,9+0,1
39,8+0,1
38,3+0,1
37,3+0,1
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4.2.6.Desnaturacao quimica
4.2.6.1. Desnaturagao quimica da proteina Xac2987 induzida por
GdnHClem pH 7,0

A figura 33 representa as intensidades de fluorescéncia resultantes da
desnaturacao quimica induzida por GdnHCl em pH 7,0, com excitacdo a 295 nm.

A estrutura primaria da Xac2987 possui oito residuos de triptofanos e 11
residuos de tirosina. A analise dos espectros de emissdo de fluorescéncia induzida
por guanidina em pH 7,0 foi feito com excitacao a 280 nm e 295nm, porém como
o perfil dos espectros nao apresentou diferencas, mostramos e discutimos apenas
os dados de excitagdo a 295 nm. O mesmo efeito que ocorreu com a Xf1510
guando adicionamos GdnHCI, foi observado para a Xac2987, ou seja, a proteina
precipitou com baixas concentracées de GdnHCI (0,3 — 2,1), sofrendo reducao na
drastica na intensidade de fluorescéncia que nao pode ser detectada a 350 nm
(figura 33B). Mas por outro lado, a intensidade de fluorescéncia da Xac2987 a
partir de 2,4 M diminui gradativamente e a proteina comeca a ser desenovelada
por volta de 3,5 M de guanidina (3,0 U.A.).

Analisando-se o grafico representando os comprimentos de onda no maximo
de emissdo da proteina Xac2987 nas diferentes concentracdes de guanidina (figura
33A), podemos observar que a proteina comeca a desenovelar a partir de 1,5 a 2M
de guanidina e a proteina ja esta totalmente desenovelada na presenca de 3,9 M,

atingindo um plat6 a 350 nm.
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Figura 33. - Desnaturacao quimica da proteina Xac2987 com GdnHCl em pH 7,0
acompanhada por fluorescéncia a 25 °C com excitagao a 295 nm. A) Comprimento
de onda no maximo de emissdo da proteina Xac2987 em diferentes concentracdes de GdnHCI; B)
Intensidades de fluorescéncia a 350 nm. As linhas servem apenas para guiar os olhos do leitor.

4.2.6.2. Desnaturacao quimica da proteina Xac2987 induzida por
uréiaempH 7,0

A figura 34 representa os experimentos de desnaturacdo quimica da
proteina Xac2987 usando como agente desnaturante uréia em pH 7,0. Os
experimentos foram acompanhados por fluorescéncia, com excitacdo a 295 nm. A
proteina Xac2987 nado precipitou devido a presenca de uréia, nem mesmo em

baixas concentracOes, diferentemente ao que foi observado com guanidina.
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Figura 34. - Desnaturacdo quimica da proteina Xac2987 com uréia em pH 7,0
acompanhada por fluorescéncia a 25 °C com excitacdo a 295 nm. A) Comprimento
de onda no maximo de emissdo da proteina Xac2987 em diferentes concentracdes de Uréia. B)
Intensidades de fluorescéncia a 350 nm. As linhas servem apenas para guiar os olhos do leitor.

4.2.6.3. Desnaturacao quimica da proteina Xac2987 em pH 9,0.

A figura 35 representa a desnaturacdo quimica induzida por guanidina em
pH 9,0. A Xac2987 também foi mais estavel neste pH. Os resultados obtidos foram
similares aos referentes a pH 7,0, porém a Xac2987 atingiu o estado desenovelado
com 3,5 M de guanidina. A proteina iniciou seu desenovelamento em 0,3 M de
guanidina e a seguir, com 2 M de guanidina, ocorreu um aumento no maximo de
fluorescéncia, o que pode ser o resultado de uma alteracdo na sua conformacao,
levando a uma transicao.

A figura 36 mostra o desenovelamento quimico da proteina Xac2987
induzido por uréia em pH 9,0. Nesta condicdo, a proteina comeca o
desenovelamento gradualmente ocorrendo alteracao na conformagdo a partir de
4,2 M de uréia, o que pode corresponde a uma transicdo da proteina, ou a um
estado intermediario, chegando a atingir o estado desenovelado a partir de 6,8 M
de uréia. Os experimentos de desnaturacdo quimica com uréia em pH 9,0 (Figura
36) também foram semelhantes aos experimentos em pH 7,0 (Figura 34).
Diferentemente da Xf1510, o desenovelamento da Xac2987 parece ter sido

completo em solugdes de 8 M de uréia.
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Nos experimentos realizados com o desnaturante uréia em pH 7,0 (Figura
34A) a proteina Xac2987 parece nao ter atingido o platd do desenovelamento na
concentracdo de 8M de uréia. Porém nos experimentos realizados com o mesmo
desnaturante em pH 9,0 a proteina parece ja estar desenovelada por volta de 7 M
e em 8M de uréia, esta atinge 350 nm (Figura 36A).
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Figura 35. - Desnaturacao quimica da proteina Xac2987 com GdnHCI em pH 9,0
acompanhada por fluorescéncia a 25 °C com excitagdao a 295 nm. A) Comprimento
de onda no maximo de emissdo da proteina Xac2987 em diferentes concentragdes de GdnHCI B)
Intensidades de fluorescéncia da Xac2987 a 350 nm. As linhas servem apenas para guiar os olhos
do leitor.
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Figura 36. - Desnaturacdao quimica da proteina Xac2987 com uréia em pH 9,0
acompanhada por fluorescéncia a 25 °C com excitacdao a 295 nm. A) Comprimento
de onda no maximo de emissdo da proteina Xac2987 em diferentes concentracbes de Uréia; B)
Intensidades de fluorescéncia a 350 nm. As linhas servem apenas para guiar os olhos do leitor.
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4.2.7. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Experimentos de DLS foram realizados para determinar o estado de
oligomerizagdo da proteina (Figura 37). A maior parte da proteina apresenta raio
de giro hidrodinamico de 5,1 nm, correspondendo a massa molecular de 149 kDa.
Estes dados nos indicam a presenca de um tetramero em solucdo. Este estado de
agregacao pode explicar a nossa dificuldade em remover a cauda de histidina
fusionada na extremidade N-teminal da proteina. Uma pequena fracdao (5 %) da
proteina apresentou um raio de giro hidrodinamico de 11,6 nm, correspondendo a
uma massa molecular média de 1042 kDa.
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Figura 37. — Espalhamento dinamico de luz da proteina Xac2987
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5. Discussao

Aminopeptidases catalisam a clivagem de residuos de aminoacidos de
polipeptidios e proteinas. Elas estdo presentes em todos os organismos e
desempenham importantes papéis em processamento de alimentos, maturacao de
proteinas pela eliminacdo do residuo de metionina N-terminal (Moerschell et al.,
1990), patogenicidade e muitos outros processos celulares. Neste trabalho foi
realizada a clonagem, expressao, purificacao e estudos estruturais de uma prolina
iminopeptidase de Xylella fastidiosa (Xf1510) e de uma aminopeptidase de

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac2987).

5.1. Expressao e purificacao

Para facilitar a purificacdo das proteinas, os genes foram clonados em vetor de
expressao pET15b o qual produziu as proteinas em fusdo com uma cauda de seis
histidinas, na porcao N-terminal das mesmas. A seguir, a seqiiéncia foi confirmada
por sequienciamento de DNA. Diferentes linhagens de E. coli foram testadas,
porém foi com a BL21 (DE3) pLysS que obtivemos os melhores resultados para
ambas as proteinas. A Xf1510 e a Xac2987 foram super-expressas em £. coli BL21
(DE3) pLysS induzidas por 10 mM lactose na concentracdo final. As proteinas
foram expressas na fracdo soluvel e purificadas em uma etapa por cromatografia
de afinidade a metal imobilizado (IMAC) com alto rendimento. Cerca de 50 mg de
cada proteina foi obtido de um litro de cultura. A Xf1510 e a Xac2987 foram
purificadas com pureza superior a 95%, como foi demonstrado por SDS-PAGE.

As proteinas Xf1510 e a Xac2987 na fracao sollvel apresentam uma massa
molecular aparente de 37 e 36 kDa respectivamente, o que corresponde a massa
molecular calculada com a cauda de histidinas fusionada na extremidade N-
terminal das proteinas. Inicialmente tentamos remover a cauda de histidina com

trombina e outras proteases, mas nao obtivemos sucesso. Nossos ensaios de
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atividade enzimatica de ambas as proteinas foram realizados com a cauda de

histidinas.

5.2. Atividade enzimatica

Nossos resultados comprovaram que a Xf1510 é uma prolina iminopeptidase,
sendo capaz promover a remocao de residuos de prolina e alanina com maior
eficiéncia em relagdo aos outros substratos sintéticos, como a glicina que
apresenta atividade por volta de 30%. A Xf1510 apresenta atividade enzimatica
residual com serina e isoleucina. Por outro lado, a atividade testada com outros
aminoacidos foi extremamente baixa ou ndo detectada nas condicoes
experimentais testadas. Estes resultados sugerem que a proteina Xf1510 foi
anotada corretamente no banco de dados como uma prolina iminopeptidase.

O gene codifica uma proteina de 313 aminoacidos, o alinhamento de seqiiéncia
com a prolina iminopeptidase de X. campestris (XcPIP) (Medrano et al, 1998) e S.
marcescens (SmPIP) (Yoshimoto et a/,, 1999) ), cujas estruturas tridimensionais ja
foram resolvidas por cristalografia de raio-X, mostrou alta similaridade de
seqiiéncia entre a Xf1510 e estas proteinas, 91% e 71%, respectivamente. Todos
os residuos do sitio ativo sao conservados, mostrando que a Xf1510 é também
uma serino-protease, dados confirmados pela inibicao da atividade da enzima com
PMSF e benzamidina, que sao inibidores de serino-proteases.

Esta informacdao sugere que existem dois grupos distintos de prolina
iminopeptidases baseado no estado de oligomerizacdao destas enzimas e a
especificidade ao substrato (Kitazono et al, 1992): um grupo formado por
monomeros de baixa massa molecular, com cerca de 30 kDa, e alta especificidade
por prolina e um segundo grupo caracterizado por especificidade menor, sendo
também capazes de catalisar a eliminacao de residuos de hidroxiprolina da
extremidade N-terminal e com maior massa molecular presente em solucao como
oligdbmeros. PIP de B. coagulans (Kitazono et al., 1992), B. megaterium (Yoshimoto
et al, 1983), N.gonorrhoeae (Albertson et al, 1993), L.delbrueckii (Klein et
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ar,1994), S. marcescens (Kabashima et al,1997), Corynebacterium variabilis
(Gobbetti et al, 2001) E£. corrodens (Gully & Rogers, 2001) e F. meningosepticum
(Kitazono et al, 1996) foram descritas como monOmeros; PIP de
Propionibacterium freudenreichii (Stephaniak, 2000), Streptomyces plicatus
(Ehrenfreund et al, 1992) e Grifola frondosa (Hiwatashi et al., 2004) foram
descritas como dimeros; PIP de L. delbrueckii subsp. bulgaricus (Atlan et al., 1994;
Gilbert et al., 1995) como trimero; PIP de A. sobria (Kitazono et al., 1994), H. alvei
(Kitazono et al, 1996), 7. denticola (Makinen et al, 1996) e X. campestris (Alonso
& Garcia, 1996) foram descritas como tetrameros e de Aspergillus niger (Basten et
al., 2005) e Debaromyces hansenii (Bolumar et al., 2003) como hexameros. Todos
estes dados foram obtidos usando filtracao em gel. Nossos dados, porém foram
obtidos por espalhamento dinamico de luz (DLS), e indicam que a proteina Xf1510
em solucao é um dimero em dois valores distintos de pH. Devido a alta
similaridade de seqiiéncia com a XcPIP esperavamos que a Xf1510 fosse também
se comportar como um tetramero. Quando comparamos com SmPIP, também com
alta similaridade de seqiiéncia, esperariamos a presenca de um mondmero, mas
contrariamente a esta similaridade a Xf1510 se comporta como um dimero em
solucdo. Uma investigacdo minuciosa com técnicas mais precisas, como
espalhamento de raio-X de baixo angulo ou ultracentrifugacdo analitica, faz-se
necessario para obtermos respostas mais precisas do estado de oligomerizacao
deste tipo de proteina.

A especificidade ao substrato foi determinada com substratos sintéticos. A
Xf1510 foi capaz de eliminar prolina, alanina e com menor eficiéncia glicina. Apesar
de termos a estrutura tridimensional da proteina, nossos resultados baseados na
similaridade de seqiiéncia da Xf1510 com a PIP-Xac (Medrano et al, 1998)
podemos supor que o bolsdo de ligacdo para o residuo N-terminal que sera clivado
deve ser pequeno e capaz de acomodar residuos com pequenas cadeias laterais,
principalmente hidrofdbicos. Residuos com cadeias laterais grandes e mais
hidrofébicas nao se encaixam muito bem no sitio ativo, como pode ser visto pela

baixa atividade mostrada com serina, isoleucina e metionina.
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A sensibilidade da PIP Xf1510 para os inibidores de serino-proteases
confirma o esperado, baseado na comparacao de seqiiéncia, e de acordo com a
triade catalitica formada por um aspartico, uma serina e uma histidina, cuja
distribuicao entre as familias de serino-proteases tem sido bastante relatada na
literatura (Kitazono et a/, 1994). Kazan et al, (2005), demonstraram que a adicao
de CaCl;, resulta em uma pequena interferéncia na atividade da serino-protease de
Bacillus clausii GMBAE 42 (Kazan et al., 2005), porém na PIP de X. fastidiosa isto
nao ocorreu. Dados da literatura com outras proteases vém de encontro aos
nossos resultados em relagao ao efeito inibitdrio de HgCl,, ou seja, a adigdo deste
composto em pequenas concentracoes ja é suficiente para inibir completamente a
atividade da enzima (Fujimura et a/, 1985; Rahman et al., 1994; Kobayashi et al.,,
1996; Banerjee et al, 1999; Beg et al, 2003; Oberoi et al., 2001;). Por outro lado,
outros trabalhos demonstram que proteases alcalinas sdao estimuladas na presenca
de Ca, Mg e Mn (Takami et al, 1989; Rahman et al, 1994; Ferrero et al., 1996;
Banerjee et al, 1999; Towatana et al., 1999; Oberoi et al, 2001; Singh et al,
2001; Adinarayana et al, 2003, Bege et al., 2003; Huang et al., 2003) efeito nao
observado em nossa pesquisa. A adicao de Zn e Mg nao causou efeito significativo
na serino-protease de Bacillus clausii GMBAE 42 (Kazan et al, 2005). O efeito
inibitorio de Zn foi também encontrado na PIP de Propionibacterium acnes, porém,
em maiores concentracoes do composto (Fujimura et al, 1985). Em contra
partida, no caso da PIP Xf1510 a presenca de 0,5 mM ZnCl, inibiu completamente
a atividade da enzima. A Xf1510 apresenta maior atividade enzimatica na faixa de
pH entre 7,5 e 8,5 sendo o pH 6timo 7,5. A temperatura 6tima para hidrdlise de
prolina da Xf1510 foi 45°C.

A maior parte das peptidases prolina-especificas mostram atividade por alanina.
PIP de B. coagulans mostrou uma atividade 10 vezes pior para ligagdo Ala-X do
que por Pro-X (Kitazono et al, 1992), PIP de S. marcescens (Kabashima et al,
1997) apresenta metade da atividade por alanina.

A proteina Xac2987 é mais ativa na hidrdlise de prolina e com mais 50% de

atividade na remocao de serina, glicina e alanina, abaixo de 40% de atividade
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histidina e tirosina, e alguma atividade residual com leucina, valina, isoleucina,
fenilalanina e arginina. Estes resultados mostram que a proteina ndo foi anotada
corretamente no banco de dados. Esta proteina foi como sendo uma prolina
iminopeptidase, baseado na similaridade de seqliéncia. A atividade detectada com
proteinas recombinantes mostrou que esta proteina catalisa a remocdao de
diferentes aminoacidos a partir de substratos sintéticos. A melhor atividade foi
obtida com residuos menores prolina, glicina, serina e alanina. A seguir uma maior
eficiéncia na atividade foi detectada com aminoacidos carregados (como histidina e
lisina) e aromaticos (como tirosina e triptofano), do com aqueles que apresentam
residuos hidrofébicos como metionina, leucina, valina, isoleucina e fenilalanina.
Atividade residual foi observada na remocdo de residuos de arginina. Estes
resultados sugerem que o sitio ativo desta aminopeptidase pode ser
suficientemente grande para acomodar grandes cadeias laterais, 0 que nos leva a
descartar que a Xac2987 seja uma prolina iminopeptidase, uma vez que as PIPs,
que sdo enzimas muito especificas e apresentam um sitio catalitico pequeno, sdo
capazes de acomodar somente pequenos residuos (Medrano et al, 1998;
Yoshimoto et al,, 1999).

O alinhamento de seqiiéncia da Xac2987 com trés prolina iminopeptidases,
cuja estrutura tridimensional ja é conhecida, mostrou baixa similaridade. Uma
busca pelo BLAST (Altschul et a/, 1997), através do NCBI, mostrou que Xac2987
tem alta similaridade com grande numero de genes anotados como provaveis
prolina iminopeptidases, o que pode ter levado a anotacao desta proteina como
uma prolina iminopeptidase. Baseados em nossos resultados ndés podemos sugerir
que outros genes anotados como prolina iminopeptidase que apresentam alta
similaridade com a seqiiéncia da Xac2987 sejam, na realidade, aminopeptidases de
amplo espectro. Estes genes sao de X. campestris pv. vesicatoria, X. campestris
pv. campestris, X. oryzae pv. oryzae, Pseudomonas Ssyringae pv. tomato,
Rhizobium etlj, Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti, Streptomyces hasltedii e

P. fluorescens.
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A Xac2987 também ¢é inibida por PMSF e benzamidina, como dito
anteriormente, sao inibidores de serino-proteases. A presenca de quelantes de
metal ndo altera a atividade enzimatica indicando que esta proteina nao é uma
metaloprotease. Estes dados incluem também a Xac2987 como pertencente a
familia das serino-proteases, como descrito para Xf1510, o que também ja
esperavamos com base na seqiiéncia e a similaridade da triade catalitica entre as
duas proteinas. O pH onde Xac2987 obteve maior atividade foi encontrado entre
6,5 € 7,5 sendo o pH 6,6 o ideal. Neste pH a temperatura 6tima para a hidrdlise de
alanina foi encontrada a 40°C.

Os valores das constantes cinéticas ket encontrados para a Xf1510 foram
duas vezes menores com prolina. Conseqlientemente, nos levaria a supor que a
PIP Xf1510 hidrolisa melhor alanina que prolina. Porém, os valores de A../K;, sao
praticamente os mesmos e levando-se em consideracao que usamos substratos
sintéticos, estes dados podem ndo revelar o que realmente ocorre /n vivo com
estas enzimas. Os valores de Km encontrados na literatura para os substratos p-
NA variaram de 0,25 a 0,32 (Yoshimoto et a/., 1983; Fuke et al., 1993). O valor da
K» com o substrato prolina-pNA foi duas vezes menor do que o valor da K, de L-
alanina-pNA e L-prolina-g-nafitilamida varia de 10 a 152 pM (Waters et al., 1983;
Yoshimoto et al,, 1983).

5.3. Caracterizagao estrutural

O espectro de CD da Xf1510 (UV distante) apresenta dois minimos, 208 nm
e outro em 222 nm, e um maximo a 195 nm caracteristicos de proteinas com
estrutura secundaria em que a estrutura em o-hélice é predominante. Estes
resultados mostram que essa proteina possui estrutura muito similar a outras
prolina-iminopeptidases caracterizadas previamente.

Uma comparacao de seqiiéncia da Xac2987 e da Xf1510 com o banco de
dados de dominios conservados (Marchler-Bauer e Bryant, 2004), também no site

NCBI, mostraram que estas proteinas tém grande conteldo de a-hélices e um
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modelo de elementos de estrutura secundaria muito similar de aminopeptidases
pertencentes a familia das o/p hidrolases. Esta familia de proteinas é caracterizada
por sua conservada estrutura tridimensional e compreendem diversos tipos de
hidrolases com diferentes fungoes (Ollis et a/., 1992).

A estimativa do conteldo de estrutura secundaria por dicroismo circular da
Xac2987 nao estd muito de acordo com a predicado de estrutura secundaria ou com
o fato destas proteinas ndo pertencerem a familia das o/ hidrolases. Essa
diferenca se deve a observacao de dois minimos que nao estao centrados em 208
e 222 nm, caracteristica tipica de conteldo de estrutura secundaria de proteinas
ricas em o—hélices. Poderiamos usar como justificativa, o fato de que a estimativa
do contelido de estrutura secundaria apresenta muitos problemas, principalmente
a hipotese de que outros elementos possam contribuir para as mudangas no
espectro. A contribuicdo de outros elementos, nos espectros, tais como
aminoacidos aromaticos e pontes dissulfeto, que apresentam uma contribuicdo de
sinal significativa ao redor de 230-250 nm e podem deslocar o minimo tipico a 222
nm. Além disso, a-hélices, folhas-p e estrutura desordenada (random coil), podem
vir a contribuir para este tipo de interferéncia na analise (Kelly & Prince, 1997).

Estudos estruturais com relagdo ao pH e estabilidade térmica das proteinas
foram acompanhados por dicroismo circular. As proteinas apresentam mudancas
conformacionais em determinadas faixas de pH distintas para cada uma delas. A
Xf1510 sofre alteracdes na estrutura na faixa de pH entre 5,0 e 8,0 e a Xac2987 as
mudangas ocorrem entre pH 4,5 e 7,5. Nestes pHs as proteinas foram muito
instaveis e precipitaram assim que se iniciou o processo de desnaturacao devido
ao efeito da temperatura, enquanto que fora destas faixas de pH as proteinas
desnaturaram, mas nao precipitaram sob elevadas temperaturas. O espectro de
dicroismo circular de ambas as proteinas, mostram que estas proteinas podem ser
classificadas como pertencentes a familia das o/p hidrolases.

Neste trabalho realizamos também a andlise experimental do
desenovelamento em pH 7,0 e pH 9,0 induzido por uréia e guanidina monitorando

as intensidades de fluorescéncia. Verificamos em nossos experimentos 0 mesmo

103



,C/%/B('//u’)’(i(f

efeito para o desenovelamento quimico de ambas as proteinas em pH 7,0 e pH
9,0. O objetivo de se estudar a estabilidade e a via de enovelamento de proteinas
é compreender as regras e as forcas envolvidas neste processo (Ramos, 2004).
Proteinas sao desnaturadas sob muitas condicOes, exibem diferentes estados
parcialmente enovelados que sao pobremente entendidos. As proteinas podem ser
desnaturadas por calor, extremos de pH, certos solventes organicos misciveis,
como o alcool ou acetona, e por alguns solutos como uréia e cloreto de guanidina
ou detergentes. A estabilidade protéica € um balanco entre as interacoes
intramoleculares de grupos funcionais com o solvente do ambiente. A adicdo de
co-solventes na solucdo protéica pode modificar esse balanco.

A adicdao do desnaturante GdnHCI em concentracOes inferiores a 2,4 M fez
com que as proteinas Xf1510 e a Xac2987 precipitassem imediatamente
diminuindo bruscamente as intensidades de fluorescéncia. Por volta de 3,5 M de
guanidina, considerando-se o0 maximo comprimento de onda, a Xac2987 sofreu
desenovelamento. O que ndo ocorreu com a proteina Xf1510, pois foi necessaria
uma maior concentracao de guanidina (5M) para a proteina ser totalmente
desenovelada. Em presenca de uréia a proteina Xf1510 ndo precipitou como
ocorreu nos experimentos usando a guanidina como desnaturante. A concentragao
de uréia necessaria para causar o mesmo efeito que a guanidina causou em pH
7,0 na estrutura desta proteina foi aproximadamente duas vezes maior, e ainda
assim nao foi completamente desenovelada.

A proteina Xac2987, ao contrario da Xf1510, apresentou menor estabilidade
frente a uréia, pois 8M deste agente desnaturante foi suficiente para induzir a
mudanca do maximo de fluorescéncia para 350 nm. Para a proteina Xf1510, a
mesma concentracao de uréia parece nao ter ocorrido o0 mesmo efeito: 0 maximo
de intensidade de fluorescéncia da Xf1510 nesta concentragdo de uréia (8M) foi de
345 nm e a proteina ndo parece estar completamente desenovelada. Estes dados
sugerem que estas proteinas possuem diferentes estabilidades frente a

desnaturantes quimicos, além de especificidade enzimatica distintas.
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Com os experimentos de desenovelamento quimico da proteina Xac2987 e
da Xf1510 induzidos por uréia e guanidina indicam que possivelmente existam
estados intermediarios na via de desenovelamento quimico dessas proteinas. Para
confirmacgao, torna-se necessario estudo com outras técnicas mais minuciosas para
acompanharmos as mudancas conformacionais das mesmas, caso existam, para
que possamos fazer o tratamento termodinamico dos dados destas proteinas
adequadamente.

Paralelamente aos ensaios de atividade e estudos estruturais por técnicas
espectroscopicas (absorcdo UV-VIS e dicroismo circular e florescéncia), para
estudos comparativos e modificacoes estruturais sofridas devido a mudangas nas
condicoes fisico-quimicas do solvente. Foram realizados ensaios de cristalizagao.
Obtivemos pequenos cristais da proteina Xf1510, em diferentes condicOes testadas
a partir de kits comerciais. Foi feito refinamento variando-se as condicdes dos
agentes precipitantes, porém nao obtivemos sucesso. Os cristais ndo apresentaram
tamanho suficiente aos experimentos de difracdo de raio X. Ainda assim,
selecionamos alguns de maiores dimensoes e levamos na linha de raio-X do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, mas nenhum cristal difratou e portanto
ndo foi possivel resolvermos a estrutura. Apesar de sabemos da dificuldade em
obtencdo de cristais de proteinas pela natureza empirica da técnica, no caso da
Xf1510 acreditamos que a presenca da cauda de poli-hisitidina possa ter sido uma
possivel explicacdo ao fato dos cristais ndo terem atingido tamanho adequado aos
experimentos de difracao de raios-X. Fizemos ensaios de protedlise limitada com
diferentes proteases, para a retirada da cauda de histidinas, porém a proteina foi
totalmente digerida ndo sendo possivel retira-la.

Os dados obtidos até o momento representam uma caracterizagao parcial
das proteinas por meio do uso de algumas técnicas espectroscopicas. Para um
melhor entendimento das caracteristicas estruturais destas proteinas e sua relacao
com a atividade enzimatica é necessario o uso de outras técnicas que nos
fornecem informacOes complementares as ja obtidas, como por exemplo:

= Espalhamento de raio-X de baixo angulo;
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» Ultracentrifugacao analitica;

= Calorimetria;
» Expressar as proteinas em outro vetor sem a adicao da cauda de

poli-histidinas,
Estas técnicas sugeridas poderdo complementar os experimentos realizados
e aqui apresentados para a melhor caracterizacdo estrutural e biofisica com
relagdo ao comportamento deste tipo de proteinas, se é particular a elas ou se
comum a todas as aminopeptidases, das quais nao existe nenhuma caracterizagao
na literatura. Também poderdo ajudar no entendimento de numerosos processos

celulares de suma importancia, nos quais estas proteinas participam.
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6. Conclusoes

= As proteinas Xf1510 e Xac2987 apresentaram espectro de CD caracteristico
de proteinas que apresentam estrutura secundaria predominante em o-

hélice;

= Nobs demonstramos neste estudo que as proteinas Xf1510 e Xac2987

pertencem a familia das o/B-hidrolases;

» Os dados de atividade enzimatica, CD e fluorescéncia demonstraram que
proteinas recombinantes Xf1510 e Xac2987 foram produzidas na forma

enovelada;

= Os ensaios enzimaticos na presenca de inibidores de proteases e ions
incluem ambas as proteinas como pertencentes a familia das serino-

proteases;

» Os dados de atividade enzimatica demonstram que a Xf1510 é uma prolina

iminopeptidase;
» Os dados de atividade enzimatica mostram que a Xac2987 é uma

aminopeptidase de amplo espectro, € nao uma prolina iminopeptidase,

como foi anotada no banco de dados.
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Expression, purification, and characterization of an aminopeptidase
(Xac2987) with broad specificity from Xanthomonas axonopodis pv. citri
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Abstract

We repart here, the cloning, expression, and purification of a broad specificity aminopeptidase from Xanthomonas campesiris pv. citri
in fusion with a hexa-histidine tag at the N-terminal portion of the protein to facilitate purification. The protein was expressed in the sol-
uble fraction and could be purified in one step by IMAC, vielding approximately 50mg pure protein per liter of cells. We show that the
protein is folded and presents aminopeptidase activity against synthetic substrates. Also, we present the characterization of its specificity,

showing that the protein was, indeed, able to catalyze the removal of N-terminal residues from synthetic substrates.

i 2006 Published by Elsevier Inc.

Kevwords: Aminopeptidase; Yanshononas axonspodis; Xac2987

Aminopeptidases catalyze the cleavage of amino acids
from the amino terminus of peptide and proteins. Accord-
ing to their subsirate specificity bacterial aminopepudases
may be divided into two subgroups. Aminopeptidases of
broad specificity, capable of releasing several different
amino acids at the N-terminal position; and aminopepti-
dases of narrow specificity, cleaving only a single type of
residue. They are essential in many aspect of cellular metab-
olism, as nutrition, proteéin maturation [1], degradation of
nonhormonal [2] and hormonal peptides, and determina-
tion of protein stability [3].

Aminopeptidases form an abundant enzyme family in
microorganisms [4]. and multiple aminopepudases are
found in most sequenced microbial genomes. For most
aminopeptidases found by computer search, their substrate
specificities have not been determined. Attempts to deduce
substrate specificity on the basis of sequence similarity are
hampered by the lack of clear sequence signatures that cor-
relate with experimentally determined function.

In this study, we have expressed the protein encoded by
the gene Xac2957 in Escherichia coll as a recombinant form

" Corresponding author. Fax: +55 19 35121004,

E-mail address: javienalgeiblunicamp.br (F.J1. Medrano).

14 6-5928/% - see front matter © 2006 Published by Elscvier Ine.
doi: 101016/ pep 2006, 10,001

in fusion with a histidine tag. We have examined the sub-
strate specificity of this protein and performed a prelimi-
nary structural charactenzation by circular dichroism and
analvss of its sequence.

Materials and methods
Materials

Restriction endonucleases, T4 DNA ligase, Tag DNA
polymerase nucleotides, DNA and protein molecular-mass
markers were from Fermentas (S0 Paulo, Brazil). Oligonu-
cleonde primers for PCR were obtained from Invitrogen
Life Technologies (Sio Paulo, Brazil). The QlAquick PCR
purification kit, QlAprep spin miniprep kit and the QIA-
quick gel extraction kit were from Cdagen (Hilden,
Germany). Hi-Trap chelating columns were from Amer-
sham-Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). All other
chemicals were of analytical grade.

Cloning

The Xac2987 gene from X, axonopodis was amplified by
PCR from purified genomic DNA using the oligonucleotide

Please cite this article in press as: K. Santos, FJ. Medrano, Expresion, purification, and characterization of an aminopeptidase
(Mac2987) with broad specificity from Xanthamonas axonopodis pv. citrl, Protein Expr. Purif. (2006}, doi:10.1016f.pep 2006, 10,001
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primers 5-CATATGCAGTGCACCGAGGGTTAC-Y
and 5'-CTCGAGTCAAACAGCGCGATTGGCCAG-Y
based on the sequence of the gene. The primers were
designed to generate products with vector cohesive over-
hangs (underlined), for efficient cloning onto expression
vectors. The PCR product was cloned into the pGEM-T-
Easy vector (Promega) resulting in the plasmid pGEM-
Xac2987. The gene was digested out from the plasmid
pGEM-Xac2987 with the restricion endonucleases Neel
and Vhol and cloned into the pET15b vector (NOVAGEN)
resulting in the plasmid pET-Xac2987H. PCR products
and plasmids were punified using the Qiagen kits according
to the manufacturer instructions. E. coli DH5a was used
for the propagation of recombinant plasmids. This vector is
designed for the heterologous protein expression in E coll
producing a protein with a tag of six histidines at the amino
terminus to facilitate the purification of the protein. E colf
BL21 (DE3) pLysS cells were transformed with the plasmid
pET-Xac2987H and used for protein expression. The cor-
rect sequence of the gene cloned into the vectors was veri-
fied by DNA sequencing.

Expression

The cells were grown in Terrific Broth medium [5] con-
taining ampicillin (50 pg/ml) and chloramphenicol (68 pg/
ml} at 30°C, 200rpm, for 16h. An aliquot of Sml of an
overnight culture of E coli BL21 (DE3) pLysS strain con-
taining the recombinant pET-Xac2987H plasmid was used
to inoculate S00ml of the same medium, maintained at the
same conditions until the OD g, reached 0.6. Expression of
recombinant protein was induced by the addition of lactose
to a final concentration of 10mM and cultivated for 16h at
30°C. Cells were harvested by centrifugation at 6000g and
4°C for 10 minutes. They were resuspended in Sml lysis
bufter (10mM Tris—HC! buffer at pH 8.0 containing 1%
Triton X-100 (v/v)). Protein expression was analyzed using
gel electrophoresis (SDS-PAGE) according to Laemmli [6]
and stained with Coomassie brilliant blue R-250[7].

Purification

The recombinant proteéin carryving a 6x His tag was
purified by immobilized metal affinity chromatography
{(IMAC) using a Hi-Trap chelating column loaded with
Ni** as the affinity metal. The cells were broken using a
sonifier (Sonics Vibra-cell) at 400 maximum intensity
{35 30). Streptomyein sulfate, 2% (w/v), was added to the
cell extract and incubated for 30 min at 4°C with continu-
ous stirring to precipitate the nucleic acids. Insoluble mate-
ral was removed by centrifugation at 30,000g for 1h at
4°C. The soluble extract was loaded into the column pre-
equilibrated with buffer A (10 mM Tris-HCl at pH 8.0 ¢on-
taining 0.5M NaCl and SmM imidazole), the column was
washed until no protein came out of it, additional washes
with 50, 100, and 150 mM imidazole in buffer A were per-
formed, and the Xac2987 protein was eluted with 200mM

2 K Santos, FJ. Mearano [ Provein Expression and Purificavion xxx {2006 ) xoex—xcx

imidazole. Purity of the protein was analyzed by SDS-
PAGE.

Pratein determination

The protein concentration was determined using the
absorption at 280nm using an extinction coefficient of
1.731g7 em™! calculated on the basis of its amino acid
composition [8]. There was no significant difference
between the absorption of the protein in 10mM Tris-HCI
bufter at pH 8.0in the absence or in the presence of 6M
guaniding hydrochloride. Therefore, the absorption of the
protein was measured, routinely, in the absence of the dena-
turant.

Enzymatic activity

Aminopeptidase activity was assayed as previously
described [9,10] using aminoacyl-p-nitroanilide (aa-pNA)!
or aminoacyl-p-naphthylamide (aa-pNA) as substrates dis-
salved in water or dimethy] sulfoxide, as required. The reac-
tion mixture consisted in a solution of protein to which a
concentration of 2mM of the substrate was added, after
10min the reaction was stopped by the addition of acetic
acid (3P4, final concentration). The reaction was followed
spectrophotometrically when using aa-pNA substrates and
fluorometrically when using aa-pNA [11]. All experiments
were carried out in 10mM Tris-HCl buffer, pH 7.5, at
25°C. Appropriate controls were measured with the addi-
tion of dimethyl sulfoxide for those substrates that were
dissolved in it. The absorbance of the p-nitroanilide in the
reaction mixture was measured at 410 nm, and the fluores-
cence of the f-naphthylamide was measured with excitation
and emission wavelengths of 338 and 405nm, respectively.
Fluorescence measurements were carried out in an Aminco
Bowman series 2 spectrofluorometer. Excitation and emis-
sion bandwidihs were 8 and 16 nm, respectively. The fluo-
rescence cell (1= 0.5¢m) was mounted on a thermostated
holder. All fluorescence measurements were collected at a
constant temperature of 25°C. A molar extinction coeffi-
cient of 8800 M~'em™! was used for p-nitroanilide [12],

Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism measurements were carried out on
a JASCO J-810 spectropolarimeter, equipped with a Pel-
tier-type temperature controller and a thermostated cell
holder, interfaced with a thermostatic bath. The far-UV
spectrum was recorded in a 0.1-cm path length quartz cell
at a protein concentration of 0.15 mgml™", and near-UV
spectrum was recorded in a 1-cm path length quartz cell at
a protein concentration of 0.5 mgml ™", The protein was in
10mM Tris-HCI bulfer at pH 7.5, Five consecutive scans

U Abbreviations wsed: pNA, p-nitroanilide; aa-pNA, aminoacyl-p-nitro-

anilide; aa-PN A, aminoacyl-f-naphthylamide.

Please cite this article in press as: K. Santos, F.J. Medrano, Expression, purification, and characterization of an aminopeptidase
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were accumulated and the average spectra stored. The
data were corrected for the baselineg contribution of the
buffer and the observed ellipticities were converted into
the mean residue ellipticities (#) based on a mean molecu-
lar mass per residue of 110 Da. Secondary structure was
estimated from fitted far-UV CD spectra using the
CDNN software package [13].

Dhynamic light scattering

Dynamic light scattering experiments were carried out
using a DynaPro instrument from Protein Solutions. The
measurements were carried out at 25 °C. A solution of pro-
tein with a concentration of | mgmL~"in 10mM Tris-HCI
bufter at pH 7.5 was used. The sofiware provided by the
manufacturer was used to caleulate the hydrodynamic
parameters of the protein.

Results and discussion
Expression and purification

The gene Xac2987 has been annotated as a proling imi-
nopeptidase. One of the aims of this study was to obtain
and characterize the protein Xac2987 for structural and
functional studies. To facilitate the purification of the pro-
tein, the gene was cloned into the pET135b expression vector
that produced the protein in fusion with a histidine tag in
the N-terminal part of the protein. The sequence was con-
firmed by DNA sequencing.

The Xac2987-Hiso was overproduced in E coli BL21
{DE3) pLysS after induction with 10mM lactose. Under
these conditions the protein was expressed in high quanti-
ties in the soluble fraction (Fig. 1). After one-step purifica-
tion by IMAC about 50mg of purified enzyme was
obtained from 1 liter of culture. Protein purity was over
95%5, as can be seen by SDS-PAGE (Fig. 1).

The soluble protein has an apparent molecular mass of
about 37 kDa. which corresponds closely to the calculated
molecular mass of Xac2987 plus the N-terminal fusion
containing the histidine tag. Initial tries to remove the his-
tidine tag with thrombin have been unsuccessful, further
experiments are being carried out to eliminate the fusion

tag.
Zvmatic activity

Table 1 shows the characterization of the specificity of
the Xac2987. The protein is able to act on synthetic sub-
strates removing the N-terminal amino acid. The best activ-
ity was obtained with L-Pro-pNA and L-Pro-BNA, followed
by L-Ser-fNA, 1-Gly-pNA, and L-Ala-pNA, with more than
50%: activity. [t was able to act on L-His-pNA, L-Tyr-NA.,
L-Trp-pNA, t-Lys-pNA, and t-Met-pNA with an activity
between 100 and 50%. [t showed residual activity, below
10%, on L-Leu-pNA. L-Val-pNA, L-lle-fNA, L-Phe-pNA.
and L-Arg-pNA.

ta

kDa 1 2 3 4 5 &

116
66.2

- E=
45
o r._ !—-
25 W= =

| =

Fig. 1. Analyses of the expression of recombinunt Xac2987 in E coli by
SDE-PAGE (15%). Lane |, molecular welght markers; lane 2, soluble
fraction of cells carrying the vector pET-Xac298TH alter lactose induc-
tiom; lane 3, insoluble fraction of cells carrying the vector pET-Xac2957H
atter lactose induction; lane 4. soluble fraction of cells carrying the vector
PET-Xac2U8T H before lactoss induction; lane 5, insaluble fraction of cells
carrying the vector pET-Xac298TH before lactose induction; and lane &
purified protein, eluted from the column with 200mM imidazole.

Table 1
Substrate specificity of Xac2987

Substrite Relative activity (%)
L-Pro-pM AfL-Pro-pHA 100
L-Ser-fiNA 641
L-Gly-pMA 8.5
L-Ala-pMH A 354
L-His-fMNA 316
L-Tyr-PHA 303
L-Trp-PHA 156
L-Lys-phA 130
L-Met-pNA 1135
L-Leu-pNA 5.2
L-Vul-pNA 53
L-le-fNA 46
L-Phe-pMA 11
L-Arg-pNA 005

These results show that the protein was not properly
annotated. This protein was annotated as a proline imi-
nopeptidase, based on sequence similarity. The activity
detected with the recombinant protein shows that this is
a broad specificity aminopeptidase able to catalyze the
removal of several amino acids from synthetic sub-
strates. The best activity was obtained with small resi-
dues, Pro, Gly, Ser, and Ala. The next best residues are
charged and aromatic, His, Tyr, Trp, and Lys, then we
have hydrophobic residues, Met, Leu, Val, lle, and Phe,
followed by the long-charged Arg. This might indicate
that the active site of this aminopeptidase should be big
enough to accommodate large lateral chains, as opposed
to the more specific proling iminopeptidase with a small
active-site cavity able to accommodate only small resi-
dues [14,15].

Please cite this article in press as: K. Santos, F1. Medrano, Expression, purification, and characterization of an aminopeptidase
{Xac2987) with broad specificity from Xamthononas axonopodis py. citri, Protein Expr. Purif. {2006), doi:10.1016/j:pep. 2006.10,001
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Fig. 2. Alignment of the amine acid sequences of Xac2987 and some proline iminopeptidases: Xanthomonas avonopedis py. citn (XacPIP), Xlella fastidi-
osa (XIPIP), Serratia marcescens (Sm), and Xac2987 from X axonopodis pv. citd (Xac2957), Residues highlighted in gray represent conserved residues,

A sequence alignment of Xac2987 with the two proling
iminopeptidases whose three dimensional structure s
known shows a low similarity (Fig. 2). A BLAST search
[16]. carried out at the NCBI, showed Xac2987 having high
similarity with a number of putative gene products anno-
tated as proline iminopeptidases. This has lead to the
wrong annotation of Xac2987. Based on our results we are
proposing that all the genes annotated as proline amino-
peptidases presenting high similarity with Xac2987 are in
reality broad range aminopeptidases. These genes are the
putative proline iminopeptidases from Xanthomonas cam-
pestris pv. vesicatoria, X. campestric pv. campestris, Xantho-
monag orvzae py. oryzae, Prendomonas syringae pv. tomato,
Rhizobium etli, Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti,
Streptomyees hasltedii and Peeudomonas fluorescens.

Structural characterization

Fig. 3 shows the CD spectrum of Xac2987. The far-UV
region (Fig. 3A) presents one relative minimum at 209 and
another shallow minimum centered on 216nm, and a rela-
tive maximum at 192nm. The near-UV region (Fig. 3B)
presents five relative minima at 294.2, 286.5, 2754, 2684,
and 2622nm, and five relative maxima at 2902, 281.8,
2712, 262.2, and 257.6nm. The content of the secondary
structure of Xac2987 estimated from the far-UV spectrum,
using the CDNN program [13], was: 18.6% a-helices, 37.1%
[-sheets (antiparallel plus parallel), 18.6% turns, and 28.2%
non-ordered forms.

A comparison of the sequence of Xac2987 with the con-
served domain database [17] also at the NCBI site, shows

this protein having an «/p hydrolase fold. This family of pro-
teins 18 characterized by its conserved three-dimensional
structure and comprises several types of hydrolases with
different functions [18].

A prediction of the secondary structure of the protein,
based on the sequence information, carried out with PSI-
PRED [19] showed Xac2987 as having a high content of a-
helix and a pattern of secondary structure elements very
similar to the aminopeptidases belonging to the of p hvdro-
lase family of proteins (Fig. 4).

The estimation of the secondary structure content by cir-
cular dichroism does not agree very well with the prediction
of the secondary structure or with the fact that it might
belong to the of p hydrolase family of proteins. This difference
comes from the fact that the two minima centered on 208
and 222nm typical of a-helical content are not present on the
CD spectra of this protein. The esimation of the secondary
structure contents of a protein from its far-UV CD spectrum
present many problems, arising mainly from the assumption
of a limited number of elements contributing to the spectrum.
The overdooking of the contribution of other elements than
the a-helices, f-sheets, and random coil contributes to the big
error coming from this type of procedure. Elements such as
aromatic amino acids and disulphide bridges present a sig-
nificant contribution to the 230-250nm region and might
displace the typical minimum at 222nm.

Dynamic light experiments were carmied out to
determine the oligomeric state of the protein. The majority
of the protein presented a radius of gyration of 5.1 nm cor-
responding to a molecular weight of 149kDa. This data
indicates the presence in solution of a tetramer. This

[8] deg em® dmel ' (x 10°%)

10 L I I 1 1

[8] deg em? dmal-!

190 200 210 220 230 240

250 260

320

Wavelength (nm)

Fig. 3. Circular dichroism spectrum of Xac2987. ( A) Far-UV region and (B) near-UY region.
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Fig. 4. Secomdary structure prediction of the protein Xac2947. Cylinders
represent o-helices and arrows represent fistrands. The prediction wad
performed with the program PSIPRED.

aggregation state might explain why we have been unable
to remove the fusion tag. A small fraction of the protein
{5%) presented a radius of gyration of 11.6 nm correspond-
ing to an average molecular weight of 1042 kDa.

Conclusion

The Xac2¥87 gene was cloned in an expression vector
fused with a histidine tag to facilitate its purification; the
recombinant Xac2987-His6 was overexpressed in E colf in
soluble form and with activity, demonstrating that the
Xac2987 was properly folded. We demonstrated in this
study that this protein belongs to the o/p hydrolase family
of proteins and that it is a broad specificity aminopeptidase,
and not a proline iminopeptidase, as originally annotated
in the data bank. This method provides sufficient material

Lh

of high purity for further more detailed functional and
structural characterization of the Xac2987 protein.
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8.3. Enovelamento e agregacao de proteinas

As proteinas sdo polimeros formados por uma seqiiéncia definida de
aminoacidos. Entretanto, esta seqiiéncia unidimensional de aminodacidos necessita
sofrer arranjos dobrando-se sobre si mesma para que, ao final, forme-se uma
proteina com uma estrutura tridimensional definida dotada de funcado bioldgica.

A atividade bioldgica das proteinas esta relacionada com a estrutura nativa
que a mesma € capaz de obter em solucao. No entanto, o conhecimento do
mecanismo molecular responsavel pelo processo de enovelamento de proteinas
ainda permanece como um dos maiores desafios para a biologia estrutural. Esta
estrutura Unica enovelada é mantida por um somatdrio de interacdes fracas
(pontes de hidrogénio, interacdes ionicas, interacdoes hidrofdbicas), porém
altamente especificas que se estabelecem entre diferentes regides da proteina.
Estas interacOes fracas conferem grande versatilidade as proteinas. O que permite
que a proteina desempenhe uma Unica fungdo, dai a grande importancia da
fidedignidade dos processos de transcricao e traducao. As mutacdes, neste
contexto, acabam por gerar uma proteina com seqiiéncia alterada que, por
conseguinte podera apresentar uma conformacao distinta da conformacdo nativa
podendo abolir ou alterar uma determinada fungao.

Embora muito ja se conheca sobre 0os mecanismos que permitem que uma
proteina adote espontaneamente sua estrutura tridimensional definitiva (Weber,
1992), muito ainda ha para ser desvendado, principalmente depois da observacao
de que diversas patologias amiloidogénicas parecem envolver proteinas que
adotam uma conformacdo nao nativa, embora suas seqiiéncias de aminoacidos
nao apresentem nenhuma alteracao (Kim e Baldwin, 1990).

O enovelamento protéico € influenciado por varias propriedades fisico-
quimicas como: energia livre, temperatura, forca idnica, acidez, concentracao de
proteinas, pontes dissulfeto, glicosilacdo, entre outros (Ruddon & Bedows, 1997).
Algumas proteinas podem interagir umas com as outras quando expostas em

condicbes nao adequadas, como em solucdo em alta concentracdo ou em
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condicOes desnaturantes (como o choque térmico), através de regides hidrofdbicas
expostas podem formar agregados protéicos que tendem a precipitar in vivo e in
vitro (Jaenicke et al., 1987; Beissinger & Buchner, 1998)

As falhas no enovelamento protéico, resultando na agregacao, além de
apresentarem um problema para o estudo de proteinas /in vitro também podem
estar relacionadas com algumas doencas humanas, tais como: mal de Alzheimer,
mal de Parkinson, doenca de Creutzfeld-Jacob (prion), fibrose cistica, doenca de
Huntington, deficiéncia de as-antitripsina, alguns tipos de cancer, entre outras
(Ruddon & Bedows, 1997; Beisseinger & Buchner, 1998; Chai et a/., 1999; Hartl &
Hayer-Hartl, 2002).

A estabilidade de proteinas pode ser medida diretamente usando-se
métodos de calorimetria, e indiretamente por mudancas na energia de Gibbs
estimadas pelas curvas de transicdo da proteina nativa para o estado
desenovelado (Privalov, 1979; Pace, 1990). Em muitos casos o desenovelamento
de uma proteina é um processo cooperativo, no qual somente o estado nativo (N)
e o desenovelado (D) estdo em equilibrio (Kumar et al, 2003). As mudancgas
conformacionais destes dois estados sao geralmente observadas por pequenas
proteinas com somente um dominio. No processo de desenovelamento todas as
moléculas podem ser consideradas como se estivessem em um desses dois
estados estruturais ou podem adotar um estado intermediario entre eles. Muitas
proteinas, em condicOes de baixa concentracdo de desnaturantes, podem adotar
esta forma estrutural intermedidria geralmente mais semelhante com o estado
nativo do que com o estado desenovelado (Ptitsyn e Uversky, 1994). A elucidacao
da natureza destas transicOes e da existéncia ou ndo de um estado intermediario é
um pré-requisito para a andlise cinética e termodinamica do processo de

enovelamento de uma proteina (Arnold e Ulbrich-Hofmann, 1997).
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8.4. Informacoes estruturais e espectroscopicas

As proteinas apresentam varias propriedades biofisicas que podem ser
analisadas através da interacdo com ondas eletromagnéticas, liberacao ou
absorcao de calor e também pela interacao da proteina com o meio soluvel no qual
ela se encontra. Para a realizacao deste trabalho foram avaliadas algumas
propriedades biofisicas das proteinas em solucdo, para a caracterizacao da relacao

estrutura-fungao das proteinas Xf1510 e Xac2987.

8.4.1. Fluorescéncia

A fluorescéncia é uma técnica espectroscopica baseada em um fendmeno
quantico no qual um elétron de um determinado cromdforo, apds absorver uma
determinada quantidade de energia, atinge um estado excitado e, ao retornar ao
seu estado basal, emite parte da energia absorvida na forma de luz. O restante da
energia absorvida pelo cromoéforo pode ser perdido no retorno dos elétrons
excitados em outros processos que a emissao de radiagao eletromagnética como:
calor ou processos quimicos e vibracionais. Desta forma, a quantidade de energia
emitida na forma de ondas eletromagnéticas é relativamente inferior a energia
absorvida (energia de excitacdo) e o A da luz emitida € maior do que aquele da luz
absorvida. Naturalmente, existem trés aminoacidos susceptiveis ao processo de
fluorescéncia: principalmente triptofano, tirosina e em menor escala fenilalanina.
Através do estudo das caracteristicas de fluorescéncia desses aminoacidos, é
possivel obter informacdes a respeito da ocorréncia de mudancgas estruturais das
proteinas relacionadas a atividade que exercem nos organismos vivos (Eftink,
1994; Eftink e Shastry, 1997).

O aminoacido triptofano é sensivel ao ambiente no qual ele se encontra,
apresentando diferentes caracteristicas de fluorescéncia que sao dependentes do
grau de exposicao ao meio hidrofilico ou hidrofdbico. Assim, aliado ao seu alto
rendimento quéantico, sua baixa freqliéncia em proteinas e possibilidade de

excitacao especifica, a técnica de fluorescéncia do triptofano tornou-se uma das
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mais utilizadas em biofisica molecular, principalmente em estudos relacionados a
mudangas conformacionais de proteinas.

O diagrama de Jablonski (Figura 3) mostra os processos de absorcao e
relaxacao de um atomo ou molécula. A absorcdo de radiacdo eletromagnética no
UV ou visivel induz uma transicdo eletronica do estado fundamental, Sy, até algum
nivel vibracional dos estados eletrénicos excitados, S; ou S,. Este fendmeno ocorre
em um intervalo de tempo da ordem de 10'%s. Os estados eletronicos
fundamentais, primeiro e segundo estados excitados sao representados por Sq, Si
e S,, respectivamente. Em cada nivel de energia eletrénico existe uma série de

niveis de energia vibracionais.

Figura 38. - Diagrama de Jablonski. Estagio 1 — (excitagdo): um féton de energia hvey €
proporcionado por uma forca externa criando um estado eletronico excitado (S1'). Estagio 2 —
(Tempo de vida do estado excitado): O estado excitado existe por um tempo finito (tipicamente 1-
10 nanosegundos). Durante este tempo, o fluoréforo entra em uma mudanca conformacional e
também sujeito a uma série de possibilidades de interacdes com moléculas do meio. Este processo
tem duas importantes conseqliéncias. Primeiro, a energia de S1’ é parcialmente dissipada a um
estagio relaxado (S1) do qual a emissdo de fluorescéncia é originada. Segundo, nem todas as
moléculas inicialmente excitadas por absorcdo (Estagio 1) retornam para o estado S, pela emissao
de fluorescéncia. Outros processos tal como um choque quimico (quenching) para apagar
fluorescéncia, entre outros, também podem afetar o estagio S;. Estagio 3 - (emissao de
fluorescéncia): um foton de energia hvgy € emitido retornando o fluoréforo para S,. Devido a
energia de dissipacdo durante o tempo de vida do estado excitado, a energia do foéton é menor, e
conseqlientemente de maior comprimento de onda, que a excitacdo do foton hvex. A diferenga na
energia ou no comprimento de onda representado por Avey — Avey € calculado por mudanca de
Stokes. A mudanca de Stokes é fundamental para a sensibilidade da técnica de fluorescéncia por
que permite que a emissao dos fotons seja detectada em baixa concentragdo, a partir da excitacdo
do féton (Jelesarov and Bosshard, 2004 — Lecture Course in Protein Biophysics).
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8.4.2. Dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é um fendmeno que ocorre quando a luz
circularmente polarizada interage com um cromdforo opticamente ativo
(assimétrico) (Revisao Kelly e Prince, 1997). Moléculas opticamente ativas
interagem com a luz polarizada e provocam alteragdao na polarizacao da luz
incidente. O CD ¢é a diferenca de absorgdo, A, da luz circularmente polarizada a
esquerda e a direita: CD = Ag - Ap .

O dicroismo circular (CD) é particularmente Util para o estudo de moléculas
quirais, macromoléculas, sejam elas de origem bioldgica ou ndo, como proteinas,
carboidratos, entre outros compostos, que possuem unidades opticamente ativas,
ou seja, podem exibir sinal na espectroscopia de dicroismo circular. Quando tais
moléculas interagem com a luz circularmente polarizada provocam uma alteracado
nessa luz incidente.

A técnica de CD detecta exatamente a alteracao através da medida da
diferenca da absorcdo da luz circularmente polarizada a esquerda e a direita, apds
a luz passar pela amostra (Equagdo abaixo). A informacao obtida pelo CD é a
elipticidade [6].

6=2303(A; - A, )@
4z

Onde: Ace Ap sao, respectivamente, absorbancia da luz circularmente polarizada a

esquerda e a direita.

A forma do espectro de CD de proteina depende do seu conteido de
estrutura secundaria (Figura 4). Isto permite que as proporcoes de a-hélices,
estruturas em folha B, alcas (turns) e estrutura desordenada (random coil) sejam
determinadas. Os angulos especificos ¢ e v do Carbono-a da cadeia polipeptidica

sao responsaveis pelos espectros de CD caracteristicos das estruturas secundarias.
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Figura 39. - Figura ilustrativa de espectros de poli-lisina em trés conformacgoes.
Preto — alfa-hélice; vermelho — folhas B e verde — desestruturada (random coil). Retirado de -
(Jelesarov e Bosshard, 2004 — Lecture Course in Protein Biophysics).

Existe uma caracteristica especial da ligacao peptidica, que é o fato de que os
atomos que a compdem podem interagir com os atomos de outras ligacoes
peptidicas, contribuindo para forcar a proteina a assumir uma estrutura peculiar,
nao aleatdria. Essa forma de estruturacdo da cadeia protéica origina a chamada
"estrutura secundaria" da proteina, que pode entdo assumir arranjos helicoidais
em determinados trechos de sua seqliéncia de aminoacidos. Estudos
cristalograficos e de RMN, comprovam que proteinas, de fato, apresentam regioes
com arranjos helicoidais, intercaladas com regides menos estruturadas. Essas
formas regulares de arranjos atomicos interagem de modo particular com a
radiacao polarizada, fazendo, por exemplo, com que uma luz com polarizacao
circular no sentido horario (direita) seja absorvida diferentemente do que uma luz
com polarizagdo no sentido anti-horario (esquerda). A espectroscopia de dicroismo
circular mede justamente essa diferenca de absorcao de radiacao com polarizacao
circular e permite verificar se estao ocorrendo arranjos helicoidais dentro de uma
molécula de proteina. A propdsito, cabe dizer que essa observacdo pode ser feita

também em macromoléculas como os acidos nucléicos.
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Através do uso do CD, é possivel saber, por exemplo, se mudancas de
temperatura, ou de pH, ou a presenca de outras moléculas no solvente sao
capazes de modificar a estrutura secundaria da proteina, e se essas modificacoes
de estrutura afetam a atividade bioldgica da macromolécula. Esta técnica também
é aplicada nos estudos sobre o dobramento e a desnaturacdao de proteinas, e na
pesquisa, tanto tedrica como experimental, sobre os mecanismos pelo qual uma
macromolécula tao grande adota um Unico arranjo estrutural tao particular e

compativel com sua atividade em organismos vivos.

8.4.2.1. Informacdao sobre estrutura secundaria de proteinas
por dicroismo circular

Uma das utilidades do uso da técnica de CD é que varios aspectos de
estrutura de proteinas podem ser medidos. Estudo de UV-distante (tipicamente
240 — 190nm) pode ser usado para acessar quantitativamente o contetdo total de
estrutura secundaria de uma proteina. Nesta regido, o grupo que absorve
principalmente sao as ligacdes peptidicas. Existe uma fraca, mas ampla transicao n
— w* centrada ao redor de 210 nm e uma intensa transicao n— ©* ao redor de
190 nm. No UV préximo, a cadeia lateral de aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano) absorve na regiao de 250 a 290 nm; a estrutura terciaria
enovelada de cadeias polipeptidicas pode ocupar a regido dessas cadeias laterais
em ambientes quirais, assim dando uma elevacao no espectro do CD que pode
caracterizar o modelo da estrutura nativa. Em modelo contendo pontes de
dissulfeto, o anglo diédrico dessas ligacdes pode freqlientemente ser deduzido no
espectro de CD na regiao de 240-290 nm (Revisao Kelly e Prince, 1997). No caso
de proteinas ricas em pontes de dissulfeto, a andlise pode ser dificultada por causa
da sobreposicao dos sinais das pontes dissulfeto com o sinal das cadeias laterais
dos aminoacidos aromaticos (Takagi e Ito, 1972; Adler et al, 1973; Kozen et al.,
1981; Woody, 1995; Chaffotte et al, 1992). Finalmente, componentes que nao
fazem parte da proteina, ou cofatores, como as flavinas, pirodoxal 5’ fosfato, entre

outros, podem absorver em regides do espectro bem separadas daqueles
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aminoacidos e ligacdes peptidicas. O sinal de CD nessas regides pode ser usado
para fornecer informacdes detalhadas do ambiente desses cromdforos (Kelly e
Prince, 1997).

8.4.2.2. CD UV-distante de proteinas (dicroismo de ligacoes
peptidicas)

Ha muitos anos sabe-se as diferentes formas de estrutura secundaria
encontradas em peptideos e proteinas exibidas nos espectros CD UV-distante. A
tarefa de acompanhar no espectro e deduzir a contribuicao das diferentes formas
estruturais por técnicas espectroscopicas, reflete o sinal da média entre uma
populacao de moléculas. O fato de dizer que uma proteina tem 50% de alfa-hélice,
ndao pode determinar quais residuos especificos sao envolvidos na conformacao

helicoidal.

8.4.2.3. Informacdo sobre estrutura terciaria de proteinas por
dicroismo circular
O espectro de CD na regido do UV-préximo (250-350nm) pode ser sensivel
a certos aspectos da estrutura terciaria. Nestes comprimentos de onda os
cromoéforos sao 0s aminoacidos aromaticos e as pontes dissulfeto, e os sinais de
CD que eles produzem sao sensiveis por toda a estrutura terciaria da proteina.
Sinais na regido de 250-270 nm sdo atribuidos aos residuos de fenilalanina, sinais
de 270-290 nm sdo atribuidos a tirosinas, e aqueles de 280-300 nm s3o atribuidos
aos triptofanos. Pontes de dissulfeto aumentam o sinal em toda a regidgo do UV-
préximo.
Se uma proteina mantém estrutura secundaria, mas nao tem estrutura
tercidria definida, o sinal na regidgo do UV-préximo sera proximo de zero. Por outro
lado, a presenca de sinal nesta regido € um bom indicio de que a proteina foi

enovelada corretamente.
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