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Resumo

O presente trabalho teve como principais objectivos o estudo do mecanismo da
libertacdo do ferro em proteinas da familia da ferritina (DNA-binding proteins from
starved cells, Dps), bem como a identificagdo, produgao e caracterizagéo de potenciais
parceiros redox destas proteinas através da utilizagcdo de técnicas bioquimicas e

espectroscopicas apropriadas.

Foram identificadas no genoma de Marinobacter hydrocarbonoclasticus duas
flavoproteinas (2375 e 3073) reconhecidas como possiveis parceiros redox da Dps de
Pseudomonas nautica 617.

Todas as proteinas foram expressas heterologamente em células de E. coli
BL21 (DE3) e delineados protocolos de purificagdo em dois passos, por cromatografias
de permuta idnica e de exclusdo molecular, que permitiram obter rendimentos
expressivos (Dps — 31,9 mg/L de cultura, Flavoproteina 2375 — 73 mg/L de cultura e
Flavoproteina 3073 — 79,4 mg/L de cultura).

Aquando da purificagdo da 2375 verificou-se que a estabilidade da
holoproteina depende da forga idnica, caracteristica que limita a sua utilizagdo como
parceiro redox da Dps.

O estudo da reaccado de transferéncia electronica foi iniciado com testes
preliminares através da espectroscopia de UV/Visivel, permitindo avaliar da
ocorréncia da reacgao de redugao do core férrico da Dps e concomitante libertagdo do
produto final ferroso, por analise de uma mistura contendo NADH, flavoproteina 3073
oxidada e Dps core Fe. Este estudo nao permite, contudo, estabelecer uma relagéo de
causa efeito concreta e fiavel que nos permita identificar o NADH como doador inicial
de eletrbes e ferro ferroso como produto final desta reacgdo. O mecanismo de
libertagao foi estudado em maior detalhe através de espectroscopia de Mdssbauer
permitindo estabelecer a natureza das diferentes espécies intervenientes na reacgao e
assim verificar, pela primeira vez, que na presenga dos trés componentes, acima
mencionados, existe redugao e libertagdo de ferro previamente incorporado na Dps,

na forma de ides ferrosos, bem como determinar parametros cinéticos apropriados.

Palavras-chave: Dps, parceiros redox, flavoproteinas, Espectroscopia de UV/Visivel,

Espectroscopia de Méssbauer, libertagao de ferro
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Abstract

This work had as main objectives the mechanistic study of iron release in
ferretin-like proteins (DNA-binding proteins from starved cells, Dps), as well as the
identification, production and characterisation of plausible redox partners of these
proteins through biochemical and spectroscopic technics.

It was possible to identify two flavoproteins (2375 and 3073) in Marinobacter
hydrocarbonoclasticus’s genome, recognized as possible redox partners of
Pseudomonas nautica 617 Dps.

These proteins were expressed in a heterologously way in E. coli BL21 (DE3)
cells and appropriate purification protocols designed, comprehending two steps, ion
exchange chromatography and size exclusion, that allowed to obtain high yields (Dps —
31,9 mg/L of culture, Flavoprotein 2375 — 73 mg/L of culture e Flavoprotein 3073 —
79,4 mg/L of culture).

When 2375 was purified, it was found that holoprotein stability was dependent
of the ionic strength, feature that limits its utilization as redox partner of Dps.

UV/VIs spectroscopy was used for the electron transfer reaction’s initial study,
allowing to evaluate the possibility of Dps ferric core reduction an concomitant release
of the final ferric product, using a mixture of NADH, flavoprotein 3073 and Dps core.
However this study did not allowed to establish a concret and reliable correlation, that
would allow us to identify NADH as an initial electron donor and the ferrous iron as the
final product of the reaction. The releasing mechanism was further studied through
Mossbauer spectroscopy, allowing to establish the nature of the different reaction
species and to verify, for the first time, that in the presence of the three components,
above mentioned, reduction and release of previously incorporated iron in Dps occurs.
Solvated ferrous ions were identified as final reaction product, and proper kinetic

parameters determined.

Key-words: Dps, redox partners, flavoproteins, UV/Vis spectroscopy, Mdssbauer

spectroscopy, incorporated iron
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1 Introducao

1.1 Ferro

O ferro é o quarto elemento natural mais abundante no planeta Terra e um metal de

transigcao versatil, com elevada importancia para o bom funcionamento dos organismos.” 2

Podendo adoptar diferentes estados de oxidagao; spins e potenciais redox, de
acordo com os diferentes ligandos circundantes, este tem vindo a ser apontado como o
elemento ideal para a incorporagao em proteinas, de praticamente todas as espécies, tendo

conservada ao longo dos anos.’

Em condicdes fisioldgicas, o ferro livre apresenta duas formas que coexistem e que
se interconvertem, Fe(ll) — ferro ferroso — relativamente soluvel, e Fe(lll) — ferro férrico —
muito insolavel.* O ferro ferroso ¢ termodinamicamente mais estavel que o ferro férrico
devido ao seu potencial redox padrao (0.77 V vs SHE).

E espectavel que o ferro, devido a sua versatilidade quimica, esteja amplamente
presente nos sitios activos de muitas enzimas e proteinas transportadoras de oxigénio,
desempenhando um papel crucial em diversos processos bioldgicos como: regulagao génica,
respiragdo, fixacdo de azoto, transporte de oxigénio, sintese de DNA e reacgbes de

transferéncia electronica.” °

Apesar do ferro ter uma elevada abundancia natural no meio ambiente, na atmosfera
actual o iao ferroso reage com o oxigénio formando-se 6xidos de ferro, levando a que sob
estas condigbes o ferro férrico passe a ser a forma mais estavel de ferro existente,
habitualmente, na forma de um complexo insoluvel, o hidréxido férrico.® ” Este facto faz com
que a biodisponibilidade do ferro seja muitissimo baixa o que é geralmente um factor

limitante no crescimento de bactérias.®

Sabe-se ainda, que o ferro em condigdes aerdbias pode ser potencialmente toxico

por ser capaz de gerar espécies reactivas de oxigénio (ROS).Q

A formagdo de ROS, como o radical superoxido (O,") ou o peroxido de hidrogénio
(H20,), é desencadeada pela reaccédo de Fe(ll) com oxigénio molecular (O;), tal como

apresentado nas reacgdes (1.1) e (1.2).%>°

Fe?* 4+ 0, > Fe3* + 05 (1.1)

205 + 2H* - H,0, + 0, (1.2)



Por outro lado, existe a possibilidade do Fe(lll) ser reduzido voltando a originar Fe(ll)
(reacgao 1.3) o que constitui o primeiro passo de um ciclo catalitico destrutivo, conhecido
como reacgao de Haber-Weiss. A presenca de ides Fe(ll) nas células pode levar ao
surgimento de radicais hidroxilo pelas reacgbes de Fenton (reac¢do 1.4) e Haber-Weiss

(reacgao 1.5).6’ .12

0; + Fe3t - Fe?* + 0, (1.3)
H,0, + Fe** - OH + OH™ + Fe3*  (1.4)
05 + H,0, > OH + OH™ + 0, (1.5)

Por ser uma das espécies mais reactivas presentes em sistemas bioldgicos, o radical
hidroxilo é capaz de danificar varios componentes celulares, tais como: acidos nucleicos;
lipidos de membrana e proteinas, levando a alteragdes de funcdo ou até mesmo a
inactivacao destes.”

Consequentemente, devido a necessidade de ultrapassar a baixa disponibilidade e
alta toxicidade do ferro, os organismos desenvolveram mecanismos para obtencao e
armazenamento de ferro numa forma nao téxica e soluvel, recorrendo para tal a uma familia

de proteinas armazenadoras de ferro, as ferritinas.? ?

1.2 Familia das Ferritinas

As Ferritinas sao uma familia de proteinas armazenadoras de ferro que estao
envolvidas em diversos processos celulares importantes, como a fixagdo de azoto,
fotossintese, respiragcdo e sintese de DNA, processos que necessitam de niveis de ferro

elevados. "

Estas proteinas tém a capacidade de sequestrar ferro ferroso, Fe(ll), armazenando-o
no interior da célula, depositado na cavidade da proteina sob a forma de ferro férrico, Fe(lll).

A capacidade de armazenamento do ferro tem-se mantido de forma eficiente ao
longo da evolugao, pelo que o facto destas proteinas serem altamente conservadas em
termos estruturais permite verificar que a forma tridimensional global destas é altamente
imprescindivel ao desenvolvimento da sua fungdo. De mencionar, no entanto, que as
sequéncias de DNA que as codificam, bem como as de aminoacidos, podem variar

consideravelmente.’ '°



Esta superfamilia de proteinas divide-se em dois grandes grupos, as maxi-ferritinas e
as mini-ferritinas, estando estes, por sua vez, organizados em subfamilias evolutivamente

distintas mas com grandes semelhangas em termos estruturais e funcionais.

As proteinas de ambos os grupos sao compostas por um determinado numero de
subunidades com um enrolamento em quatro hélices-a, que se agrupam formando uma
concha quase-esférica que rodeia a cavidade responsavel pelo armazenamento de ferro. O
numero de subunidades que constitui estas proteinas varia entre as diferentes subfamilias,

mas n3o dentro da mesma.’®

As maxi-ferritinas dividem-se em duas subfamilias, as ferritinas classicas e as
bacterioferritinas. Sdo compostas por 24 subunidades iguais que possuem um centro
ferroxidase por mondémero e tém a capacidade de armazenar, aproximadamente, 4500
atomos de ferro. Por sua vez, as mini-ferritinas, grupo onde se inclui as proteinas Dps (DNA-
binding proteins from starved cells) s&o compostas por 12 subunidades iguais que

conseguem armazenar, aproximadamente, 500 atomos de ferro.””"

Mesmo tendo diferentes mecanismos de oxidagdo de ferro e capacidade de
acomodar uma quantidade distinta de ferro, as mini e as maxi-ferritinas tém propriedades de
armazenamento semelhantes, armazenando o ferro sob a forma nao-téxica, soluvel e

biodisponivel.

Este tipo de proteinas tem tido diversas aplicagées na area da biotecnologia, sendo
utilizadas como moldes supramoleculares para a sintese de nanoparticulas dentro da concha
da prote|'na20 e em diferentes aplicagdes tecnoldgicas, essencialmente devido a sua

capacidade intrinseca de armazenar minerais e pela robustez destas.



1.3 Proteina Dps

Ao longo dos ultimos anos tem sido reconhecido, que a semelhanga das maxi-
ferritinas também a subfamilia das Dps possui capacidades de armazenamento e

desintoxicagao em células bacterianas.

A familia de proteinas Dps é amplamente distribuida no reino Bacteria, onde se

224 5u outras ferritinas semelhantes®’, sendo que os

26, 27

encontram cerca de 97% destas

restantes 3% correspondem as que podem ser encontradas no reino Archea.

A primeira proteina Dps foi descoberta em E. coli por Almiron et al. e assim
denominada apds ter sido expressa em meio com caréncia nutritiva e sob stress oxidativo.?
Foi descrita como sendo uma proteina com capacidade de se ligar ao DNA, com fungdes de
regulacdo e protecgdao, desempenhando um papel fundamental ao regular a expressao

génica quando as células sao sujeitas a um periodo prolongado de privagao nutricional.?

As proteinas Dps encontradas tinham ainda como fung¢ao proteger o DNA de danos
provenientes de stress oxidativo, através da formagdo de um complexo extremamente
estavel sem especificidade de sequéncia,29 tamanho ou topologia, quer in vivo quer in vitro.
Células sem a presenga de Dps alteravam o seu padrao de expressao de proteinas de uma
forma drastica durante a fase de caréncia nutritiva (starvation), nao desenvolvendo assim

resisténcia ao peroxido de hidrogénio.

A Dps nao é apenas uma proteina que armazena ferro, podendo também capturar
oxidantes e/ou outros electrdes livres provenientes de reacgdes de stress oxidativo.*

Ao longo dos anos varias novas proteinas Dps tém vindo a ser descobertas,? #* 3"

“no entanto, verifica-se que nem todas possuem a capacidade de se ligarem ao DNA. 3" 434
Apesar disso, todas as proteinas da familia Dps mantém a capacidade de proteger o DNA de
danos causados pelo stress oxidativo.

Para além das fungbes de regulagdo e proteccdo mencionadas estdo também
identificadas outras fungdes das Dps de acordo com as necessidades de cada organismo,

28, 33

como por exemplo, o controlo da toxicidade do cobre e a protecgado ao stress térmico,

com aumento da resisténcia das células a temperatura.46’ 7

A Dps é um dodecamero (Figura 1.1) que possui uma cavidade central com
capacidade para armazenar até 500 atomos de ferro. Os monémeros destas proteinas, com
um peso molecular de, aproximadamente, 20 kDa, agrupam-se espontaneamente sob a
forma de quatro hélices, formando uma estrutura quaternaria que se assemelha a uma

esfera.



Os mondmeros de Dps diferem das restantes ferritinas devido a presenga de uma
pequena hélice extra, localizada entre duas das suas hélices (Figura 1.1, hélice verde e

hélice azul) e exposta para o exterior da estrutura da proteina.

Figura 1.1 Estrutura cristalina de Apo-Dps de P. nautica. Representacdo da
estrutura geral com doze mondémeros agrupados, formando a estrutura tipica das
proteinas Dps. Um dos mondmeros da Dps esta destacado por cores, do azul na
extremidade N-terminal até ao vermelho no C-terminal. ’

Estas proteinas sao caracterizadas por terem um core central que contem diversos
aminoacidos conservados na proximidade do centro ferroxidase e nas regides N- e C-
terminais, sendo que estas regides possuem um tamanho variavel e cargas positivas.48

Ja a superficie e a cavidade interna da Dps tém, principalmente, cargas negativas

que favorecem a mineralizagao do ferro.”

A estrutura da Dps € muito compacta e estavel, apresentando grande flexibilidade da
regiao N-terminal, que habitualmente se encontrada voltada para o exterior do dodecamero e
que tem vindo a ser apontada como fundamental na capacidade que a proteina tem de se
ligar ao DNA e por estabilizar a formagéao do dodecamero.

Além desta, também a regido C-terminal foi indicada como estando envolvida no
processo de interagdo com o DNA.“*

Aquando da juncao das diferentes subunidades da Dps formam-se poros que

permitem a conecgao entre o exterior do dodecamero e a cavidade interna da proteina.



A extremidade N-terminal das diversas subunidades forma um poro, altamente
hidrofilico e carregado negativamente, semelhante ao que se encontra nas ferritinas, sendo
por isso designado por “ferritin-like”. Os residuos carregados negativamente que o revestem
promovem a criagdo de um potencial electroestatico negativo, o que pode facilitar a entrada

do ferro na proteina e a sua deslocagéao até ao centro ferroxidase.

Os poros formados pelas extremidades C-terminal, designados por “Dps-type”, sdo
exclusivos de proteinas Dps e sdo, maioritariamente, hidrofébicos. Devido ao facto da

variabilidade de sequéncias destes poros ser maior entre proteinas Dps do que no caso dos

poros formados pelo N-terminal, a fungao destes poros permanece ainda desconhecida.”® ™

33, 48



1.3.1 Actividade ferroxidase

Nas proteinas Dps podem encontrar-se trés sitios de ferro: centros ferroxidase,

centros de nucleagao e poros de entrada/saida.”’

Embora haja uma conservagao estrutural dentro da familia das ferritinas, o centro
ferroxidase € uma das maiores e distintas variagdes estruturais entre as proteinas Dps e as

maxi-ferritinas. >

Dentro do dodecédmero de Dps existem doze centros ferroxidase que estao
localizados na interface entre duas subunidades distintas, ao contrario do que se verifica nas
maxi-ferritinas em que estes se localizam no interior de cada subunidade. Assim, no caso
das Dps existem na interface de cada dimero dois centros de ferroxidase, sendo o local de
ligagdo do metal composto por histidinas conservadas e por residuos com grupos
carboxilato, provenientes das duas subunidades (Figura 1.3).27’ 48,53

Mesmo verificando-se a conservagao dos residuos que constituem o local de
coordenagao do metal, a ocupagao por diferentes espécies de ferro, faz com que este varie

bastante como é conhecido através de estruturas cristalograficas conhecidas.”®

A reacgado de oxidacado do ferro, conversao de Fe(ll) a Fe(lll), ocorrida no centro
ferroxidase, foi reportada primeiramente em Dps de Listeria innocua® e E. coli’ e envolve

cinco fases consecutivas (representadas esquematicamente na Figura 1.2):

. Entrada de ferro na proteina

Il. Ligagao do ferro a um centro ferroxidase
1. Oxidagao do ferro no centro ferroxidase
V. Nucleagao

V. Mineralizagao
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Figura 1.2 Possiveis vias do ferro na Dps. Entrada; oxidagdo; mineralizagéo e
libertagdo do ferro. 1) Entrada dos ides Fe(ll) na cavidade do dodecamero através
de poros na regido N-terminal; 2 e 3) Ligagdo ao centro ferroxidase e oxidagdo a
Fe(lll), respectivamente; 4 e 5) Deslocagédo para o centro de nucleagdo e inicio de
mineralizagdo; 6) Nova redugdo a Fe(ll); 7) Libertagdo de Fe(ll) para o citoplasma
pela mesma via de entrada (canal no N-terminal). (a) Possibilidade de libertagdo de
Fe(ll) da cavidade através de poros no C-terminal. 'Magem adaptada de 21

No caso das proteinas Dps é, preferencialmente, utilizado como oxidante de ferro o
peréxido de hidrogénio, o que difere das maxi-ferritinas que habitualmente usam oxigénio
molecular. A oxidagédo de ferro com peroxido de hidrogénio, nas Dps, ocorre com uma taxa
de eficiéncia muito maior, aproximadamente 100 vezes maior, em comparagdo com a
utilizacdo de oxigénio molecular. O facto de os centros ferroxidade das maxi- e mini-ferritinas
serem constituidos por diferentes aminoacidos pode ter influéncia e estar directamente

relacionado com esta variagéo verificada.’® ?* °

Utilizando perdxido de hidrogénio como oxidante, a oxidagdo do ferro ocorre de

z+2

acordo com as reacgbes 1.6 a 1.8, onde P representa a apoproteina Dps e [Fex-P]""* o complexo
bimetalico do centro ferroxidase.'® ?’

2Fe?* + PZ > [Fe, — P]*% + 2H* (1.6)

[Fez - P]Z+2 + H202 + HzO il [Fezoz(OH) - P]Z + 3H+ (17)

2Fe** + H,0, + 2H,0 - 2Fe3*00H,,,, + 4H™* (1.8)



No centro ferroxidase o Fe(ll) é oxidado a Fe(lll), como [Fe,O,(OH)-PJ*, um
complexo oxidado de ferro (reacgéo 1.7).
Apods sofrer oxidagdo, o ferro € mineralizado a 6xido de ferro férrico hidratado

(FeOOH), na cavidade interna da proteina (reacg¢ao 1.8).

No caso das proteinas Dps a formacédo do core férrico ocorre mais rapido que a

45, 54

reacgao de ferroxidagao, pelo que a proteina fica assim disponivel para armazenar até

500 ides de ferro férrico por dodecamero.

De modo a verificar a influéncia do segundo local de ligagdo de cada centro
ferroxidase, varias estruturas de Dps foram determinadas contendo um, ou até dois ferros,
ou duas moléculas de é\gua.55 Nos casos em que a Dps tem apenas aguas ligadas nos sitios
de ligagao dos ides ferro, verifica-se que estes sitios de ligagao sdo altamente conservados e
cré-se que possam estar envolvidos nos processos de estabilizagdo e flexibilidade da

proteina e na manutengao da estrutura quaternéria.73
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Figura 1.3 Centros ferroxidase de proteinas Dps. A) Centros ferroxidase localizados entre
dois mondmeros na interfase dimérica da protelna Dps de L. Innocua; B) Centro
ferroxidase de proteinas Dps. 'm39em adaptada de 2

Apesar de se verificar a conservagao global da familia das ferritinas, no caso das
proteinas Dps os residuos dos locais de ligagdo do ferro sao diferentes e a actividade

ferroxidase apresenta caracteristicas distintas (Figura 1.3).48‘ 5

Nas proteinas Dps, assumindo-se a ligagdo de dois ides de ferro por cada centro
ferroxidase, verifica-se que dois ides de ferro ferroso sao oxidados por cada molécula de
peroxido de hidrogénio e um ido de ferro férrico (Fe3+) € mineralizado no core do

dodecamero como ferridrita (FeOOH), tal como é descrito pela reacgéo 1.8.1093



Desta forma, a oxidagdo dos ides de ferro ferroso pelo peréxido de hidrogénio no
interior da Dps conduz a diminui¢ao dos niveis de formagao do radical hidroxilo pela reac¢ao

de Fenton, levando assim a protecgao das células em situagdes de stress oxidativo.*> %

E também possivel utilizar o oxigénio molecular, mesmo sendo este menos eficiente,

e a reacgao 1.9 traduz o que ocorre aquando do processo de mineralizagao do ferro.?” %

4Fe?* 4+ 0, + 6H,0 — 4FeO0H — P + 8H* (1.9)

O ferro, oxidado e mineralizado, € armazenado na cavidade proteica até que ocorra
53, 57

a sua libertagao motivada pela necessidade deste em processos bioldgicos.

Até a data as informagdes acerca da dissolugao do core de ferro in vivo séo bastante
reduzidas. Experiéncias in vitro mostram que a mobilizagdo do ferro pode ocorrer na
presenca de agentes quelantes ou redutores de ferro ferroso, ndo se sabendo, no entanto,
se estes agentes tém a capacidade de penetrar até ao interior da proteina e reduzir o core de

ferro.”” %8

10



1.4 Flavoproteinas

Flavodoxinas sdo pequenas proteinas com, aproximadamente, 16 kDa, que usam
FMN como cofactor para reac¢des de transferéncia electronica.

Estas proteinas podem ser encontradas em diversos organismos, desde bactérias
até a algumas algas. Nos eucariotas, proteinas homologas a flavodoxina e a sua reductase

sao proteinas com multi-dominios como é o caso da metionina sintase reductase.

As flavoproteinas sado proteinas que contém cofactores flavinicos e que podem
funcionar como proteinas redox mas também como moléculas sinalizadoras usando

potenciais redox ou alteragdes mediadas por luz.

O FAD (dinucleodtido de flavina e adenina) e FMN (mononucledétido de flavina) sdo os
dois tipos de cofactores de flavinas mais utilizados como centros redox em diversas
proteinas. As conformagdes e propriedades quimicas destes podem ser afectadas pelo seu

estado de oxidagao bem como pelas reacgdes fotoquimicas em que participam.

Estes dois cofactores sao grupos prostéticos que se encontram fortemente ligados a
proteina, maioritariamente, através de ligagbes covalentes que estabelecem com a cadeia
polipeptidica. Quando a proteina possui o grupo prostético € designada por holoproteina,

sendo de outra forma designada por apoproteina no caso deste grupo estar ausente.”

Como mostrado na Figura 1.4 as flavinas, FMN e FAD, apenas diferem na sua
estrutura pela presenga de um residuo AMP no FAD, mantendo-se o esqueleto comum de

um anel de isoaloxazina e uma cadeia de ribitol (Riboflavina) e um grupo fosfato.
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‘ Riboflavina L

| FMN

‘ FAD

Figura 1.4 Representacao da estrutura da Riboflavina; FMN e FAD.
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As flavinas podem existir em trés estados de oxidagao distintos: oxidado (Figura 1.5
A); reduzido por um electrao — semiquinona (Figura 1.5 B) e totalmente reduzido por dois

electrdes — hidroquinona (Figura 1.5 C).

Estes estados redox conferem diferentes propriedades espectroscopicas (Figura 1.6)
as flavoproteinas, apresentando estas na forma oxidada um maximo de absorgéo na regiao
dos 450 nm e uma coloragao amarela.®’ A variagdo de cores consoante o estado de

oxidagao torna esta familia de flavinas os cofactores ideais para estudos redox envolvendo

flavoproteinas.

Forma Oxidada

Forma semiquinona azul (neutra) Forma semiquinona vermelha (anionica)

'|‘ R
H B}

N N\KO '|‘l N\\‘/o

¢ T T PSS!

N

H N
0 o)

Forma hidroquinona (neutra) Forma hidroquinona (aniénica)

Figura 1.5 Representacdo de diferentes estruturas do anel de isoaloxazina, com variagdo da
carga. A) Forma oxidada; B) Forma reduzida, por um electrdo; C) Forma reduzida, por dois
electrdes.
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Figura 1.6 Espectros de UV/Visivel da flavina nos diferentes estados de

oxidagao. IA) OXiéjatdf;d Bsg) Semiquinona anidnica; B2) Semiquinona neutra C)
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Devido as propriedades redox do anel de isoaloxazina, o FAD e o FMN podem ser
usados como cofactores redox por flavoproteinas que catalisam uma vasta variedade de
reacgées.67 Destes dois cofactores o FAD é claramente o mais abundante como cofactor das

flavoproteinas, cerca de 75% enquanto que os outros 25% ficam a cabo do FMN.%

Diferentes classes de flavoproteinas apresentam diferentes propriedades e

caracteristicas, estando envolvidas em diferentes tipos de reacgoes: 63

* Transferases — Electro-transferases, tais como flavodoxina e ferrodoxina-NADP
reductase reagem prontamente com aceitadores ou doadores de um electrao
levando a formagao de elevadas quantidades de superéxido, quando reagem com
oxigénio molecular. Em geral estabilizam termodinamicamente a forma neutra

semiquinona da flavina numa larga escala de pH;

e Desidrogenases/transidrogenases — Exemplos desta classe s&o a acetil-CoA

desidrogenase; a NAD(P)H:quinona oxidorreductase e a familia de flavoproteinas
disulfido reductases. Estas enzimas, geralmente, nao estabilizam
termodinamicamente a flavina e geram quantidades variaveis de superoxido no seu

ciclo catalitico com oxigénio molecular;
* Oxidases — Este grupo apresenta caracteristicas bastante bem definidas e distintas

dos outros tipos de flavoproteinas, com a capacidade de estabilizar

termodinamicamente a forma aniénica da semiquinona.

13



* Monooxigenases — A caracteristica distinta deste grupo de enzimas prende-se com o

facto de serem capazes de estabilizar a flavina com elevada facilidade. Em geral
esta estabilizagao é feita ndo de uma forma termodindmica mas sim através da

formagao de um complexo flavina-sulfito encontrado na lactato monooxigenase.

Estruturalmente, FMN e FAD tém formas de ligacdo bastante diferente de acordo
com a topologia de ligagao do centro activo da proteina em questdo. No entanto verifica-se
que o residuo de adenosina afecta bastante o modo de ligagdo do cofactor. A estrutura
preferencial para as proteinas do tipo FMN sado os classicos barril-(/a)s, € o enrolamento
flavodoxina, designado por do tipo flavoproteina. Estas estruturas constituem metade dos
enrolamentos conhecidos para as flavoproteinas que utilizam FMN, Figura 1.7 A e B. No
enrolamento do tipo flavoproteina, todas as proteinas dependentes de FMN actuam como

reductases, com transferéncia de dois electroes.

Figura 1.7 Representacdo da estrutura dos dois tipos de enrolamento mais comuns para as proteina

dependentes de FMN (A e B) e das proteinas dependentes de FAD (C e D). A) Flavodoxina de Desulfovibrio
vulgaris (Cédigo PDB: 1fx1); B) Flavodoxina de Sa. cerevisiae (Codigo PDB: 1oyx); C) Glutationa disulfido
reductase de humano (Cédigo PDB: 3grs); D) UDP-N-acetiimuramato dehidrogenase de E. coli (Cédigo PDB:
1mbt).

As topologias para as proteinas dependentes de FAD sdo na sua maioria
enrolamento do tipo Rossmann, seis folhas-$ paralelas ligadas a dois pares de hélices-a pela
ordem B-a-B-a-B, Figura 1.7 C e D.%
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1.4.1 WrbA — NADH-oxidorredutase

A flavoproteina WrbA, foi inicialmente descrita como uma proteina repressora da
ligagdo ao triptofano (W) em E. coli. Posteriormente, foi descoberta a sua actividade de
NADH:quinona oxidorredutase. Esta descoberta fundamentou o seu possivel papel na

resposta ao stress oxidativo, mantendo os niveis de quinona reduzida.*

Com base em ensaios bioquimicos foi demonstrada a actividade NADH-
oxidorredutase da flavoproteina de E. coli e de Archaeoglobus fulgidus, formando-se assim
uma nova classe da familia das flavoproteinas denominada como tipo IV NQOs.

Estudos de voltametria ciclica permitiram demonstrar que estas proteinas (WrbA)
utilizam dois electrbes para reduzir as quinonas durante o processo de proteccdo numa

situagao de stress oxidativo.

Esta familia de flavoproteinas, tetraméricas (Figura 1.8 A), constitui uma larga familia
com diversas fungdes na catalise de reacgdes redox. A WrbA liga substratos no seu centro
activo, uma vez que este tem a capacidade de armazenar compostos aromaticos que
conduzem a formacgao de um pocket ideal para a estabilizagdo do grupo ADP da molécula de
NADH (Figura 1.8 B). As estruturas do complexo WrbA-benzoquinona-NADH sugerem que

existe um mecanismo de ligagao sequencial no ciclo catalitico.

Figura 1.8 Estrutura quaternaria da flavoproteina WrbA. A) Representagdo tetramérica com
destaque de um mondémero; B) Representagdo da interacgdo do anel nicotinamida do NADH
com a tirosina (Tyr 12). 'Magem adptada de 64
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2 Objectivos

As mini-ferritinas, devido ao facto de serem proteinas exclusivamente bacterianas e
de participarem dos mecanismos de protecgao celular contra ROS e de hidrélise do DNA,

tém sido bastante estudadas ao longo dos ultimos anos.

Os mecanismos de oxidagao do ferro ferroso em core férrico, bem como da ligagao,
nao especifica, que é estabelecida com o DNA sao ja conhecidos e encontram-se bem
descritos tendo como fundamento dados experimentais obtidos. No entanto, por outro lado, e
ainda que seja expectavel do ponto de vista funcional, ndo esta bem estabelecida a forma
como o core férrico formado participa na biossintese de cofactores necessarios as células.
Sabe-se apenas que, para que tal acontega, € necessario que o processo de libertagao do
ferro ocorra e seja fortemente regulado.

Assim, com base no conhecimento disponivel na literatura e nas caracteristicas dos
possiveis reagentes e produtos envolvidos na libertagdo do ferro cré-se que a obtengédo do

ferro ferroso por redugao do core férrico seja o passo essencial deste processo.

Deste modo, foram inicialmente estabelecidos os objectivos deste trabalho que se
centravam no estudo mecanistico da libertacdo do ferro constituinte do core, com vista a

caracterizagdo do mesmo.

Por forma a atingir os objectivos desta Tese foi delineado um plano de trabalho de

onde constam as seguintes etapas:

* Procura de um parceiro redox apropriado a interacgao com a proteina Dps e com
possivel participagdo na cadeia de transferéncia electronica envolvida no
mecanismo de libertagdo do ferro em estudo:

o Produgéo;
o Caracterizagdo bioquimica e espectroscopica por aplicagdo das
espectroscopias de UV/Visivel e Méssbauer.

* Procura de possiveis intermediarios reaccionais na reacgédo de libertagao do
ferro

o Caracterizagdo cinética (identificagdo e quantificagdo de todas as
espécies de ferro presentes)

e Caracterizagdo do produto final da reaccado e verificagdo da sua possivel

disponibilidade bioldgica.
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3 Producao e caracterizagcao de potenciais parceiros redox da

Dps

Com o objectivo de se encontrarem potenciais parceiros redox da Dps (proveniente de
P. nautica 617) foi, inicialmente, efectuada a analise do genoma de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus para se identificarem quais os genes que codificam proteinas
especificas com essa capacidade. Assim, identificaram-se como possiveis parceiros as
proteinas codificadas pelos genes com os cédigos MARHY3073 e MARHY2375, utilizadas

ao longo deste projecto.

3.1 Producgao de proteinas recombinantes

Este capitulo tem como objectivo apresentar a sobre-expressado e purificagao das
proteinas utilizadas ao longo deste trabalho, as flavoproteinas 3073 e 2375 e a proteina Dps.
Aqui encontram-se descritos os varios passos para a construgdo dos vectores de expressao
de 3073 e 2375, os testes de sobre-expressado efectuados, para se poderem determinar
quais as condigdes Optimas para a sobre-producao destas proteinas, e ainda os varios
passos de purificagdo das mesmas. Descreve-se também a sobre-expressao e purificagao
da proteina Dps com base em protocolos desenvolvidos, anteriormente a este projecto pelo

Grupo de Biofisica Molecular.

Proteinas 3073 e 2375

3.1.1 Subclonagem dos genes MARHY2375 e MARHY3073 de Marinobacter

hydrocarbonoclasticus (Construgao dos vectores de expressao)

O primeiro passo para a subclonagem dos genes MARHY3073 (600 pb) e
MARHY2375 (606 pb) de Marinobacter hydrocarbonoclasticus implicou a amplificagdo destes
genes pela reacgao em cadeia de polimerase (PCR), descrita no Anexo 7.1.

Para tal, foram desenhados oligonucledétidos iniciadores (primers) (Tabela 3-1) com
sequéncias especificas para as enzimas de restricdo Sal | e a Nde |, seleccionadas por néo
hidrolisarem o gene pretendido (Anexo 7.2 — Figura 7.1 e Figura 7.2) e por isso poderem ser
utilizadas durante os varios passos até a construgdo dos vectores de sobre-expressao.
Todas as operagdes efectuadas foram monitorizadas por electroforese em gel de agarose de
0,8% ou 1% em TAE (tampao 40 mM Tris, 20 mM acetato, 1 mM EDTA, pH ~8,3),a 80 V e

durante cerca de 1 hora e 30 minutos.
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Tabela 3-1 Sequéncia de nucleétidos dos primers forward (Fwd) e reverse (Rev) utilizados na PCR
para amplificagao dos genes MARHY3073 e MARHY2375.

Temp.
Tamanho
Primers Sequéncia fusao
(pb)
(Ty)
3073 Fwd 5 CCATCATATGGCGAAAATTCTTGTTCTTTATTACT 3 35 63 °C
Rev 5" CCATGTCGACTTAACCGTGCAGCTTGATCG ¥ 30 70 °C
9375 Fwd 5 CCATCATATGACAGAAACAACTCCCTATGTGCTGG ¥ 35 68 °C
Rev 5 CCATGTCGACTTAGTTGGCCAGTTTCAGGGCC ¥ 32 72 °C

Apods correcta amplificagdo dos genes e posterior subclonagem num vector pNZY28,
de acordo com o Kit de clonagem NZY-A PCR, NZYTech®, o DNA plasmidico (pDNA) foi
obtido através da realizagdo de uma Miniprep (Kit NZYMiniprep, NZYTech)se, tal como
descrito no Anexo 7.8, apoés transformagao de 50 uL de células competentes E. coli NZY Star
(como indicado pelo Kit de clonagem NZY-A PCR, NZYTech) com 5 yL dos produtos da
reaccdo de ligagdo, pNZY28—3073 e pNZY28—2375 plaqueamento em meio sodlido
LB/agar/ampicilina (100 ug/mL). Das coldnias obtidas, 4 de pNZY28—3073 e 4 de pNZY28—
2375 foram escolhidas para inocular mini-culturas de 5 mL de meio LB contendo 100 pg/mL
em pequena escala, de onde se isolou 0 pDNA.

Dos clones obtidos, 25 uL de pDNA foram enviados para sequenciagdo para
confirmar se a sequéncia de nucleétidos estava correcta em todos eles e assim, das 4
coldnias escolhidas, anteriormente, de cada um dos genes, apenas um clone foi utilizado nos

passos posteriores.

De seguida, com o objectivo de se obterem os vectores pNZY28—3073 e pNZY28—
2375, bem como o vector de sobre-expressdo pET-21c (Novagen, mapa do vector
apresentado no Anexo 7.14), 50 uL de células E. coli NZY5a (NZYTech67, protocolo
apresentado no Anexo 7.4) quimicamente competentes foram transformadas com 5 uL do
pDNA de cada um dos vectores, realizando-se depois a Miniprep para isolar o pDNA. A
verificar¢ao das varias preparagdes de DNA plasmidico foram analisadas por electroforese

em gel de agarose como mostra a Figura 3.1.
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Figura 3.1 A) Verificagdo das Minipreps dos vectores pET-21c e pNZY28—3073. 1 e 2 — Vector pET-21c
concentrado; 3 — Vector pNZY28—3073 concentrado; M — Marcador de pesos moleculares (NZYDNA
Ladder Il, NZYTech — Anexo 7.6); 4 e 5 — Vector pET-21c¢ diluido; 6 — Vector pNZY28—3073 diluido; B)
Verificagdo da Miniprep dos vectores pNZY28—3073 e pNZY28—2375. 1-4 — Vector pNZY28—3073
concentrado; 5-8 — Vector pNZY28—3073 diluido; M — Marcador de pesos moleculares (NZYDNA Ladder
I, NZYTech); 9-12 — Vector pNZY28—2375 concentrado; 13-16 — Vector pNZY28—2375 diluido. Gel de
agarose de 0,8% em TAE, 80 V, 1 h 30 min.

Apods o isolamento e purificagdo dos pDNAs que contém os genes pretendidos e o
vector de expressado de interesse procedeu-se a realizagdo das reacgdes de hidrdlise dos
vectores, utilizando-se para tal duas enzimas de restrigao.

A hidrdlise dividiu-se desta forma em duas partes uma primeira reacgao efectuada
com a enzima Sal | (10 U/uL, NZYTech) e uma segunda reacgdo com a enzima Nde | (10

U/uL, NZYTech), que foram realizadas de acordo com o procedimento descrito no Anexo 7.3.

Através da observagao da Figura 3.2 é possivel verificar-se a eficiéncia de cada uma
das reacgdes de hidrolise, sendo que no final da segunda hidrélise se obtiveram os genes
MARHY3073 e MARHY2375, com cerca de 600 pb e 606 pb, respectivamente, e o vector
pET-21c com cerca de 5443 pb.
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Figura 3.2 Verificagdo das reacgbes de hidrolise dos vectores com as enzimas de restricdo especificas Sal | e
Nde I. 1 — Primeira hidrélise com a enzima de restricdo Sal | do vector pNZY28—3073; 2-5 — Segunda hidrolise
com a enzima de restrigdo Nde | do vector pNZY28—3073; M — Marcador de pesos moleculares (NZYDNA
Ladder lll, NZYTech — Anexo 7.6); 6 — Primeira hidrélise com a enzima de restricdo Sal | do vector pNZY 28—
2375; 7-10 — Segunda hidrolise com a enzima de restricdo Nde | do vector pNZY28—2375; 11 — Primeira
hidrélise com a enzima de restricdo Sal | do vector pET-21¢; 12-15 — Segunda hidrdlise com a enzima de
restricdo Nde | do vector pET-21c. Gel de agarose de 1% em TAE, 80V, 1h40min.

Os fragmentos hidrolisados dos genes e o vector pET-21c linearizado foram de
seguida purificados por E-Gel® CloneWellTM Extraction System (Invitrogen, Life
Technologies)68 ,como descrito no Anexo 7.3. Os géis de agarose para analise e estimativa
da concentragao dos varias fragmentos de DNA sao apresentados na Figura 3.3.

Estimou-se a concentragdo dos fragmentos purificados, tal como apresentado no
Anexo 7.9, do gene MARHY3073 nas fracgdes mais e menos concentrada como,11,58
ng/uL e 1 ng/uL, respectivamente; do gene MARHY2375 como 10,87 ng/uL e 1 ng/uL e do
vector linearizado pET-21¢c como 9,88 ng/uL e 2,38 ng/uL.
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Figura 3.3 A) Verificagao da purificagdo dos fragmentos contendo os genes MARHY3073 e MARHY2375. 1-8
— Gene MARHY3073, amostras concentradas; M — Marcador de pesos moleculares (NZYDNA Ladder lll,
NZYTech); 9-16 — Gene MARHY3073, amostras diluidas; 17-19 — Gene MARHY2375, amostras
concentradas; B) Verificagdo da purificagdo do fragmento com o gene MARHY2375. 1-5 — Gene MARHY2375,
amostras concentradas; M — Marcador de pesos moleculares (NZYDNA Ladder lll, NZYTech); 6-13 — Gene
MARHY2375, amostras diluidas; C) Verificagdo da purificagdo do vector pET-21c¢ linearizado. M — Marcador de
pesos moleculares (NZYDNA Ladder Il, NZYTech); 6, 7 e 9-11 — Vector pET-21c, amostras concentradas; 1-5
e 12-16 — Vector pET-21c, amostras diluidas. Caixas vermelhas e verdes indicam a banda correspondente aos
genes MARHY3073 e MARHY2375, respectivamente. Gel de agarose de 1% em TAE, 80 V, 1 h 30 min.

Por fim, realizou-se a reacgéo de ligagado dos genes MARHY3073 e MARHY2375 ao
vector de sobre-expressao pET-21c, linearizado e puro, catalisada pela enzima T4 DNA

ligase, de acordo com o Kit T4 DNA ligase, fornecido pela NZYTech®.

Tal como descrito na Tabela 3-2, foram efectuadas quatro reacgdes que foram

deixadas a incubar durante a noite a temperatura ambiente, aproximadamente, 20 °C.
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Tabela 3-2 Composigéo da reacgéo de ligagdo com a T4 DNA ligase.

Reacgédo A (ML) | Reacgédo B (uL) | Reacgédo C (uL) | Reacgao D (pL)
pET-21c linearizado
2 4 8 10
(9,88 ng/uL)
Gene MARHY3073
(11,58 ng/uL)
15 13 9 7
Gene MARHY2375
(10,87 ng/uL)
10x Tampao da reacgao 2 2 2 2
T4 DNA ligase (1 U/uL) 1 1 1 1
Volume Total 20 uL

Os mapas dos vectores de sobre-expressao pET-21c—3073 e pET-21c—2375
encontram-se representados nas Figura 3.4 e Figura 3.5, respectivamente. O mapa do vector

de sobre-expressao pET-21c encontra-se apresentado na Figura 7.9.

Origem f1

Ap ARHY3073

Operador lac
Promotor T7

ac |

pET-21c—3073
5991 pb

Figura 3.4 Vector de sobre-expressdo pET-21c—3073 utilizando o software CLC
Sequence Viewer.
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Terminador T7

Origem f1

Ap ARHY2375

Operador lac
Promotor T7

ac |

pET-21c—2375
5997 pb

Figura 3.5 Vector de sobre-expressédo pET-21c—2375 utilizando o software
CLC Sequence Viewer.

Seguidamente, de acordo com o protocolo fornecido pela NZYTech (Anexo 7.4), 5 uL
do produto das reacgdes de ligagao foi utilizado para transformar 50 yL de células E. coli
NZY5a (NZYTech) quimicamente competentes. De entre as colénias obtidas, apds
crescimento em meio de cultura LB-Agar contendo 100 ug/mL de ampicilina (Anexo 7.13.1),
5 foram seleccionadass para se isolar o pDNA através da realizagao de Miniprep (NZYTech,
Anexo 7.8).

As sequéncias de nucledtidos dos genes que codificam para as proteinas em estudo
foram confirmadas por sequenciagdo de, aproximadamente, 30 yL de cada vector de
expressao Eurofins (Genomic Services da Eurofins, Alemanha), alinhamento das sequéncias

obtidas apresentado no Anexo 7.5.

3.1.2 Optimizacao das condi¢cées de sobre-expressao das proteinas 3073 e
2375

Com os vectores de sobre-expressao pET-21¢—3073 e pET-21¢c—2375 construidos

seguiu-se a etapa de produgao, em larga escala, das proteinas.

Foram efectuados testes de sobre-expressdo dos genes MARHY3073 e
MARHY2375, sendo testadas varias condigdes: meios de cultura (LB e 2xYT), (Anexo 7.13);
concentragdo de indutor da expressao dos genes (IPTG, NZYTech) e tempo de indugao
(ODgoonm aproximadamente igual a 0,5 e 2,0).

Todos os testes realizados foram monitorizados por electroforese em gel SDS-PAGE

a 12,5% de acrilamida (Anexo 7.7), através dos quais foi verificada a producédo das proteinas
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3073 e 2375 sabendo-se que a massa molecular destas é de 20 936 Da e 20 950 Da,
respectivamente.

Assim, 50 pL de células competentes E. coli BL21(DE3) (NZYTech7°, protocolo
apresentado no Anexo 7.4) foram transformados com 5 pL de pDNA (3073 e 2375) e das
coldnias obtidas foi selecionada uma coldnia isolada para se efectuarem os testes de sobre-

expressao das proteinas.

Para todos os testes preparou-se um pré-inéculo de 5 mL de meio de cultura LB
contendo 100 ug/mL de ampicilina (NZYTech) cuja incubagéo ocorreu durante a noite (cerca
de 16 horas), a 37 °C com agitagao de 200 rpm (incubadora 110-O+ACOP.E, OVAN). O pré-
inéculo foi, posteriormente, diluido para 100 mL dos meios de cultura (1:100) contendo 100
pMg/mL de ampicilina e cresceu com agitagéo de 200 rpm a 37 °C.

Ao longo do crescimento efectuou-se a recolha de aliquotas das diferentes culturas

antes da inducgao (t = 0); 3 horas (t = 3 h) e cerca de 16 h apds a indugéo.

Os testes foram realizados através da variagdo de diferentes condigdes de sobre-
expressao para cada uma das proteinas. Tendo-se mantido a indugdo a uma densidade
optica (ODggonm) de 0,5 ou 2 e variando-se o meio de cultura utilizado e a concentragao do
indutor. Desta forma, tinham-se trés culturas de meio de cultura LB/Ampicilina (100 ug/mL) e
outras trés culturas que continham meio de cultura 2xYT/Ampicilina (100 ug/mL) que foram
induzidas a uma densidade Optica selecionada (ODgoonm = 0,5 ou ODggonm = 2) com 0,1 mM;
0,5mMe 1 mMde IPTG.

Os geis com os resultados destes testes de sobre-expressdo encontram-se
apresentados na Figura 3.6 para a proteina 3073 e na Figura 3.7 para a 2375. As amostras
aplicadas nos geis foram previamente normalizadas tal como descrito no Anexo 7.7, onde é

explicitada a forma como se realiza a electroforese SDS-PAGE.
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Figura 3.6 Analise do perfil de sobre-expresséo da proteina 3073. A) Meio de cultura LB/Ampicilina com indugéo
a baixa densidade o6ptica. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW), NZYTech —
Anexo 7.7); 1-3 — Aliquotas antes da indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 4-6 —
Aliquotas ap6s 3 h de indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 7-9 — Aliquotas apds 16
h da indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; B) Meio de cultura 2xYT/Ampicilina com
indugdo a baixa densidade o6ptica. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW),
NZYTech); 1-3 — Aliquotas antes da indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 4-6 —
Aliquotas ap6s 3 h de indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 7-9 — Aliquotas apds 16
h da indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; C) Meio de cultura LB/Ampicilina com
indugdo a alta densidade oéptica. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW),
NZYTech); 1-3 — Aliquotas antes da indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 4-6 —
Aliquotas apés 3 h de indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 7-9 — Aliquotas apds
16h da indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; D) Meio de cultura 2xYT/Ampicilina
com indugdo a alta densidade 6ptica. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW),
NZYTech); 1-3 — Aliquotas antes da indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 4-6 —
Aliquotas ap6s 3 h de indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente; 7-9 — Aliquotas apds 16
h de indugdo com 0,1 mM; 0,5 mM e 1 mM de IPTG, respectivamente. Aplicaram-se nos geis 8 UL de cada
amostra.
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Figura 3.7 Verificagdo dos testes de sobre-expresséo da proteina 2375. A) Meio de cultura LB/Ampicilina com
indugcdo a baixa densidade o6ptica. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW),
NZYTech); 1-3 — Estudo do efeito da indugdo com 0,1 mM de IPTG, antes da indugdo; 3 h e 16 h apds a
inducao, respectivamente; 4-6 — Estudo do efeito da indugdo com 0,5 mM de IPTG, antes da indugdo; 3h e 16
h apés a indugéo, respectivamente; 7-9 — Aliquotas da indugdo com 1 mM de IPTG, antes da indugéo; 3h e 16h
apos a indugao, respectivamente; B) Meio de cultura 2xYT/Ampicilina com indugdo a baixa densidade 6ptica. M
— Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW), NZYTech); 1-3 — Estudo do efeito da
indugdo com 0,1 mM de IPTG, antes da inducgdo; 3 h e 16 h apds a indugdo, respectivamente; 4-6 — Estudo do
efeito da indugdo com 0,5 mM de IPTG, antes da indugéo; 3 h e 16 h apds a indugdo, respectivamente; 7-9 —
Estudo do efeito da indugdo com 1 mM de IPTG, antes da indugdo; 3 h e 16 h apdés a indugdo, respectivamente;
C) Meio de cultura LB/Ampicilina com indugdo a alta densidade éptica. M — Marcador de pesos moleculares
(Low Molecular Weight (LMW), NZYTech); 1-3 — Estudo do efeito da indugdo com 0,1 mM de IPTG, antes da
inducao; 3 h e 16 h apds a indugéo, respectivamente; 4-6 — Estudo do efeito da indugdo com 0,5 mM de IPTG,
antes da indugdo; 3 h e 16 h apds a indugdo, respectivamente; 7-9 — Estudo do efeito da indugdo com 1 mM de
IPTG, antes da indugdo; 3 h e 16 h apds a indugao, respectivamente; D) Meio de cultura 2xYT/Ampicilina com
indugdo a alta densidade o6ptica. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW),
NZYTech); 1-3 — Estudo do efeito da indugdo com 0,1 mM de IPTG, antes da indugédo; 3 h e 16 h apds a
inducao, respectivamente; 4-6 — Estudo do efeito da indugdo com 0,5 mM de IPTG, antes da indugéo; 3 h e 16
h apés a indugao, respectivamente; 7-9 — Estudo do efeito da indugdo com 1 mM de IPTG, antes da indugéo; 3
h e 16 h apds a indugéo, respectivamente. Aplicaram-se nos geis 8 uL de cada amostra.

No caso da proteina 2375 pode-se verificar nos geis da Figura 3.7 que com meio de
cultura LB/Ampicilina ha uma maior expressdo da proteina do que com meio de cultura
2xYT/Ampicilina, quando as culturas sdo induzidas a uma densidade 6ptica de 0,5. No caso
da indugao ser realizada a uma densidade 6ptica mais elevada (ODgoonm = 2) @ expressao é

bastante semelhante, para ambos os meios de cultura.
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Analisando-se ainda estes geis verifica-se que a intensidade das bandas aparenta
indicar que de todas as culturas com meio LB/Ampicilina, cuja indugéo foi efectuada a uma
densidade optica mais baixa, a que apresenta maior produgéo da proteina 2375 é a induzida
com 0,5 mM de IPTG.

Tal como ja mencionado foram realizados ainda novos testes de sobre-expressao
para a proteina 3073, com o objectivo de melhor se definirem as condi¢gées para a sua
produgdo uma vez que os primeiros testes foram pouco explicitos. Assim, efectuaram-se
testes de sobre-expressdo com indugdo a baixa (ODggorm = 0,5) e alta (ODgoonm = 2)
densidades opticas com 0,1 mM de IPTG em culturas com diferentes meios de cultura,

LB/Ampicilina e 2xYT/Ampicilina.

M 1 2 3 4 5 6
==

L

26 kDa —> w—

Figura 3.8 Verificagdo da sobre-expresséo da proteina 3073. Todas as culturas foram induzidas com 0,1 mM de
IPTG. A) Indugéo a baixa densidade 6ptica. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW),
NZYTech); 1-3 — Meio de cultura LB/Ampicilina, aliquotas recolhidas antes da indugdo; 3 h e 16 h apds indugéo,
respectivamente; 4-6 — Meio de cultura 2xYT/Ampicilina, aliquotas recolhidas antes da indugéo; 3 h e 16 h apds
indugdo, respectivamente; B) Indugdo a alta densidade optica. M — Marcador de pesos moleculares (Low
Molecular Weight (LMW), NZYTech); 1-3 — Meio de cultura LB/Ampicilina, aliquotas recolhidas antes da indugao;
3 h e 16 h apos indugdo, respectivamente; 4-6 — Meio de cultura 2xYT/Ampicilina, aliquotas recolhidas antes da
inducao; 3 h e 16 h apds inducéo, respectivamente. Aplicaram-se nos geis 8 pL de cada amostra.

A analise dos resultados apresentados na Figura 3.8 indica-nos que a expressao da
proteina 3073 ocorre de forma bastante semelhante em todas as condigbes testadas, pelo
que se escolheram as condigbes mais favoraveis em termos de eficiéncia do crescimento.
Assim, para efectuar essa decisdo teve-se em conta a facilidade de operagido em laboratério
(por exemplo, a preparagdo do meio de cultura — Anexo 7.13) e o tempo decorrido na
produgdo da proteina (a indugdo a uma densidade 6ptica mais elevada implica um maior

tempo de crescimento até que seja atingido o valor de ODggonm pretendido).

29



Tendo em conta os resultados obtidos, para todos os testes de sobre-expressao
realizados, a expressdao das proteinas foi efectuada de acordo com as condigbes

apresentadas na Tabela 3-3.

Tabela 3-3 Condigbes utilizadas para a expressao das proteinas 3073 e 2375, seleccionadas com base
nos testes de sobre-expresséo realizados.

Condicdes de expressao 3073 2375
Meio de cultura LB/Ampicilina LB/Ampicilina
Indugao (ODgoonm) 0,5 0,5
Concentragao de IPTG 0,1 mM 0,5 mM
Temperatura e agitagao 37 °C e 200 rpm 37 °C e 200 rpm

» Producao das proteinas 3073 e 2375

Aos 5 mL de meio de cultura LB/Ampicilina (100 ug/mL) adicionou-se a
coldnia seleccionada (da transformagao de células E. coli BL21(DE3) (NZYTech)
quimicamente competentes com pDNA crescidas em meio LB-Agar/Ampicilina (100
pMg/mL) e incubou-se a 37 °C com agitacdo de 200 rpm durante 8 horas. Ao fim
deste tempo efectuou-se uma diluicdo do pré-inéculo para 100 mL (1:100) do mesmo
meio de cultura e deixou-se a incubar durante a noite (cerca de 16 horas),
mantendo-se as mesmas condi¢cdes de temperatura e agitagao. Posteriormente, esta
cultura foi diluida para 1 L (1:100) do mesmo meio de cultura e mantida com
agitacado de 200 rpm a 37 °C com monitorizagao da ODggonm até se atingir o valor de,
aproximadamente, 0,5. Nesse momento as culturas bacterianas foram induzidas com
0,1 mM no caso da 3073, e 0,5 mM na 2375, de IPTG e mantidas com as condi¢des
de incubacéo (temperatura e agitagao) durante 3 horas, periodo apdés o qual se
efectuou a recolha celular. As células foram recolhidas por centrifugagdo a 11 000 xg
(centrifuga Z 36 HK, Hermle LaborTechnik), durante 10 minutos a 7 °C. O sedimento
bacteriano obtido foi seguidamente ressuspendido em tampéo 10 mM Tris-HCI pH =
7,6 e conservado a -80 °C até se proceder ao passo de extracgéo e isolamento da
proteina.

O rendimento celular foi de cerca de 4 g/L de cultura e de 2,9 g/L de cultura

(peso humido), na produgao das proteinas 3073 e 2375, respectivamente.

O procedimento para a produgdo das proteinas encontra-se representado

esquematicamente na Figura 3.9.
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Transformacgao de células E. coli BL21(DE3) com pET-21c—3073 e pET-21c—2375

NS

Pré-inéculo

5 mL LB + 5uL Amp (100 mg/mL) + 1 coldnia

<] 5 200 rpm, 8h, 37 °C

Inéculo

100 mL LB + 100 pL Amp (100 mg/mL) + 1 mL pré-indculo

< 7 200 rpm, = 16h (o/n), 37 °C

Crescimento

1LLB + 1 mLAmp (100 mg/mL) + 10 mL in6culo

\ /200 rpm, 37 °C, ODgyorm = 0,5

Inducao

3073 + 100 uL IPTG (1M) 2375  +500 yL IPTG (1M)

il 5 200 rpm, 3h, 37 °C

Recolha Celular

Centrifugagao a 11 000 xg, 10 min, 7 °C

NS

Ressuspender em 10 mM Tris-HCI, pH = 7,6

NS

Conservar a - 80 °C

Figura 3.9 Representagcédo esquematica do protocolo de sobre-expresséo das proteinas 3073 e 2375.

O isolamento proteico iniciou-se com a lise celular realizada através de 3 ciclos de
congelagao/descongelagao, na presenga de DNAse | (Roche) e com posterior sonificagao
(sonicador LABSONIC M, Sartorius). A suspensao celular foi em seguida centrifugada a 10
000 xg (centrifuga Z 36 HK, Hermle LaborTechnik) durante 10 minutos a 7 °C. O
sobrenadante obtido foi ainda ultracentrifugado a 42 000 rpm (centrifuga Optima LE-80K com
rotor 70Ti, Beckam) durante 1 hora e 30 minutos a 4 °C. Este ultimo sobrenadante
corresponde a fracgao proteica soluvel e foi utilizado em seguida para se proceder a

purificagdo das proteinas.
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18,6 kDa—»

Figura 3.10 Perfil da produgdo da proteina 3073. M — Marcador de pesos
moleculares (Low Molecular Weight (LMW), NZYTech); 1 — Cultura celular
antes da indugdo com IPTG; 2 — Cultura celular 3 h apés a indugdo com 0,1
mM de IPTG; 3 e 4 — Sobrenadante e pellet da centrifugagdo a baixa
velocidade, respectivamente; 5 — Sobrenadante da ultracentrifugacédo; 6 —
Pellet da ultracentrifugagdo. Aplicaram-se no gel 8 uL de cada amostra. A
caixa vermelha indica a banda correspondente a proteina 3073.

26 kDa .

18,6 kDa—»

Figura 3.11 Perfil electroforético da producéo da proteina 2375. M — Marcador
de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW), NZYTech); 1 — Cultura
celular antes da indugdo com IPTG; 2 — Cultura celular 3 h apds a indugéo
com 0,5 mM de IPTG; 3 — Pellet da centrifugagdo a baixa velocidade; 4 —
Sobrenadante da centrifugacdo a baixa velocidade; 5 — Pellet da
ultracentrifugacédo; 6 — Sobrenadante da ultracentrifugagdo. Aplicaram-se no
gel 8 pL de cada amostra. A caixa verde indica a banda correspondente a
proteina 2375.

A anadlise dos perfis electroforéticos da produgcdo das proteinas 3073 e 2375
representados na Figura 3.10 e Figura 3.11, respectivamente, permite-nos concluir, pela
presenga de uma banda mais intensa a cerca de 20 kDa no sobrenadante da
ultracentrifugagéo, que ambas as proteinas foram expressas numa forma soltvel e em larga

escala.
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3.1.3 Purificacao das proteinas 3073 e 2375

Com a obtengao das proteinas numa forma soluvel, tal como pretendido, foi possivel

passar ao passo seguinte, o da purificagdo das amostras obtidas.

» Purificagao da proteina 2375

A proteina 2375 foi, inicialmente, purificada por cromatografia de permuta iénica em
coluna preparativa de resina aniénica (DEAE — Sepharose fast flow, GE Healthcare, Life
Sciences), tal como descrito detalhadamente no Anexo 7.10.

Pela aplicagdo ProtParam tool (ExPaSy) determinou-se que o ponto isoeléctrico da
proteina é igual a 6,28. Uma vez que esta se encontrava num tampao com pH = 7,6 possui

carga negativa, o que permitiu realizar a purificagdo com a resina mencionada.

A proteina foi purificada por aplicagdo de um gradiente linear descontinuo de tampéao
10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl — Tampéo B, estando o seu perfil de eluigao

apresentado na Figura 3.12.
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Figura 3.12 Perfil de eluigdo da purificagéo da proteina 2375 em coluna DEAE-Sepharose FF. —— Absorvancia
a 280 nm; % de Tampdo B (10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl). A numeracdo representada

corresponde a algumas das fracgdes recolhidas (12 mL/tubo) de proteina eluida.

Uma vez que se desconhecia qual o comportamento desta proteina durante a
eluicdo, o gradiente foi realizado com base no protocolo ja efectuado para a Dps
desenvolvido anteriormente a este projecto (Anexo 7.10.1) com esta mesma coluna

cromatografica. Desta forma, o comportamento da proteina 2375 foi monitorizado ao longo
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da eluicdo e verificou-se pela analise em tempo real do cromatograma (apresentado na
Figura 3.12) que toda a proteina foi eluida até, cerca de, 50% de tampao B. Assim, nesse
momento interrompeu-se o gradiente previamente definido e aumentou-se a percentagem de
tampao para 100%. Em simultdneo foi também interrompida a recolha das amostras nos

tubos e prosseguiu-se com os restantes passos do protocolo.

As fracgdes recolhidas foram analisadas por SDS-PAGE (12,5% em acrilamida) com

0 objectivo avaliar a pureza das mesmas (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Analise do 1° passo cromatografico em coluna DEAE-Sepharose FF da proteina 2375
por electroforese SDS-PAGE. A) 1 — Fracgéo 21; 2-9 — Fracgdes 22 a 29. B) 1 e 2 — Fracgdes 30 e
31; 3-9 — Fracgbes 32 a 38. M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW),
NZYTech); Aplicaram-se nos geis 9 UL de cada amostra. As caixas indicam quais as fracgdes que se
juntaram numa sé fracgao global: Laranja — Fracgéo |; Azul — Fracgéo Il e Amarelo — Fracgao Ill.

Com base nos geis realizados (estando aqui representados apenas os geis das
fracgdes que continham proteina) verificou-se que houve uma boa separagao proteica, com a
presencga de alguns contaminantes em solu¢do. De acordo com a analise do cromatograma
(Figura 3.12) e dos geis de elctroforese (Figura 3.13) procedeu-se a jungao das fracgbes 22-
26 (Fracgao |); fracgcoes 27-33 (Fracgéao Il) e fracgdes 34-36 (Fracgao lll), que foram eluidas
entre 35-37% de tampé&o B; 37-41% de tamp&o B e 41-43% de tampé&o B, respectivamente.

Decidiu-se prosseguir com a purificagdo em coluna de exclusao molecular.

Seguidamente, estas fracgdes (I, Il e Ill) foram concentradas numa célula de
ultrafiltragao Vivaspin de 20 mL com MWCO de 5 kDa (GE Healthcare), por centrifugagao a
8000 xg a 7 °C, e filtradas em filtro de membrana de 0,45 ym antes de serem aplicadas
numa coluna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare)) com, cerca de, 83 mL e limites de
exclusao molecular entre 10 e 600 kDa. O tampao 10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl

foi utilizado para eluir a proteina de acordo com o protocolo descrito no Anexo 7.10.2.

Foram realizadas varias aplicagées (5 mL cada) de cada uma das frac¢des da

proteina 2375 na coluna. Na Figura 3.14 encontra-se representado, como exemplo, um dos
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cromatograma obtidos para uma das fracgdes purificadas (Fraccédo I), onde é possivel

visualizar o perfil de eluicao da purificagdo da proteina 2375.
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Figura 3.14 Cromatograma com perfil de eluigdo da proteina 2375 (Fracgao |) por cromatografia de
exclusdo molecular em coluna Superdex 200. —— Absorvancia a 280 nm. Ao longo do
cromatograma encontram-se assinaladas todas as frac¢des que foram verificadas por SDS-PAGE.

Pela observagéo e analise do cromatograma verifica-se que ocorreu uma boa
separagao proteica, existindo uma boa definicdo de cada um dos picos apresentados. Aqui,
tal como na purificagdo anterior, também foi necessario efectuar a verificagdo das fracgoes
recolhidas por SDS-PAGE. Tal como no caso do cromatograma também aqui se encontram
representados na Figura 3.15, como exemplo, os geis apenas da purificagdo da Fracgao | da

proteina em estudo.

Pela observagao directa das fracgbes recolhidas verificou-se ainda que ocorreu a
perda do cofactor (FMN) por parte da proteina. As fracgbes com coloragdo amarela (cor
caracteristica do cofactor) foram eluidas da coluna apds a eluicdo da proteina, fracgoes 32-
37 e 20-25, respectivamente. Este facto foi confirmado pela electroforese (Figura 3.15 — B),
pois as fracgdes com coloragdo amarela ndo apresentam qualquer vestigio da proteina 2375
que se encontra apenas nas fracgdes incolores ja mencionadas. De forma a sustentar ainda
melhor este facto foram tragados espectros UV/Visivel das fracgdes 32 a 37 (espectros
apresentados na Figura 3.16), que quando comparados com o espectro do FMN
(AppliChem), apresentado na Figura 7.10 (Anexo 7.15), permitiram confirmar a presenga do
cofactor através das bandas caracteristicas deste aos comprimentos de onda de, cerca de,
265 nm; 370 nm e 440 nm.
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Figura 3.15 Verificagdo por electroforese SDS-PAGE da purificagdo da Fracgao | da proteina 2375 em
coluna Superdex 200 (filtragdo em gel). A) 1 — Fracgéo | de 2375 aplicada na coluna; 2 — Fracgéo 11;
3 — Fracgdo 12; 4-8 — Fracgbes 20 a 24. A caixa a azul indica a banda correspondente a proteina
2375 das fracgdes que se juntaram. B) 1 — Fracgdo 25; 2-7 — Fracgbes 32 a 37. M — Marcador de
pesos moleculares (Low Molecular Weight (LMW), NZYTech). Aplicaram-se 7 uL de cada amostra.
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Figura 3.16 Espectros de UV/Visivel das Fracgbes 32 a 37 da proteina 2375 em tampédo 10 mM
Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NacCl. Linha de base foi tragada com o mesmo tampao em que se

encontra a proteina.

Com base nos cromatogramas e nos geis das electroforeses de todas as fracgdes
de 2375 purificadas juntaram-se as fracgdes recolhidas, tendo-se no final obtido um total de
quatro fracgdes. As Fracgbes 1 a 4 sao resultado da purificagdo das Fracgdes I; Il e lll e os

seus perfis electroforéticos estdo apresentados na Figura 3.17.
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Figura 3.17 Electroforese SDS-PAGE, em gel pre-cast de 12%
de acrilamida, das fracgdes globais da proteina 2375 purificada.
M — Marcador de pesos moleculares (Low Molecular Weight
(LMW), NZYTech); 1-4 — Fracgéo 1 a Fracgéo 4.

Analisando-se o gel das fracgbes globais da proteina 2375 decidiu-se juntar as

Fracgdes 1; 2 e 3 numa unica nova fracgéo. Assim, ficou-se apenas com duas Fracgoes (1 e

2) da proteina 2375 purificada, fracgbes estas que foram utilizadas ao longo do trabalho nos

diferentes estudos efectuados.

O rendimento da purificagao foi de 73 mg de flavoproteina 2375 / L de cultura.
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» Purificagao da proteina 3073

Pela aplicagdo ProtParam tool (ExPaSy) determinou-se que o ponto isoeléctrico da
proteina 3073 ¢é igual a 5,46 e uma vez que a proteina se encontra num tamp&o com pH =
7,6 esta possui carga negativa, o que possibilita a purificagdo por cromatografia de permuta
iénica numa coluna com resina anidnica, tal como foi efectuado para a proteina 2375.

Assim a coluna utilizada foi também a DEAE — Sepharose fast flow (GE Healthcare,
Life Sciences) e a purificagdo foi realizada de acordo com o protocolo descrito no Anexo
7.10. No entanto, e com o conhecimento adquirido na purificagdo da proteina 2375, a eluicéo
da proteina 3073 nao ocorreu por aplicagdo de um gradiente descontinuo mas sim de um
gradiente linear continuo até 70% de tamp&o 10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl —
Tampéao B (aproximadamente, 600 mL) e posterior aumento da percentagem de tampao B
até 100%, onde permaneceu até tudo ser eluido da coluna (cerca de, 100 mL). O perfil de

eluicdo da proteina esta apresentado na Figura 3.18.
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Figura 3.18 Perfil de eluicdo da purificagdo da proteina 3073 em coluna DEAE-Sepharose FF.
- Absorvéncia a 280 nm; % de Tampé&o B (10 mM Tris-HCI, pH = 7,6, 500 mM NaCl). A
numeragdo representada corresponde a algumas das frac¢des recolhidas com 12 mL de proteina
eluida.
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A informagdo obtida através do cromatograma é complementada com a verificagéo
da purificagdo por electroforese SDS-PAGE (Figura 3.19 — com representacao apenas dos
geis que continham fracgées com proteina, tendo as restantes fracgdes recolhidas sido
descartadas), com o objectivo de identificar a presencga de outras proteinas (contaminantes)

e a quantidade relativa de proteina 3073 nas fracgdes recolhidas.

26 kDa

18,6 kDa

26 kDa

18,6 kDa

Figura 3.19 Verificagdo por electroforese SDS-PAGE da purificagdo em coluna DEAE-Sepharose
FF da proteina 3073. A) 1 — Proteina aplicada na coluna (extracto dialisado e filtrado); 2 —
Fracgao recolhida no passo de lavagem da coluna com tampao A (10 mM Tris-HCI, pH= 7,6); 3-9
— Fracgdes 25, 28, 31, 35, 39, 43, e 44, respectivamente; B) 1 — Fracgado 45; 2-9 — Fracgbes 46
a 53; C) 1-3, e 4 — Fracgdes 63 a 65, e 66; 5-8 — Fracgdes 73 a 76. M — Marcador de pesos
moleculares (Low Molecular Weight (LMW), NZYTech). Aplicaram-se 5 pL de cada amostra. As
caixas indicam quais as fracgdes que se juntaram: Laranja — Fracgéo |; Azul — Fracgéo Il e
Amarelo — Fracgéo Ill.

De acordo com a analise do cromatograma (Figura 3.18) e dos geis (Figura 3.19),
procedeu-se a juncao das fracgdes 43-45 (Fracgao |); fracgbes 46-49 (Fracgdo Il) e fracgdes
54-61 (Fracgéo lll), que foram eluidas a, cerca de, 59-61% de tampé&o B; 62-64% de tampao

B e 67-75% de tampéo B, respectivamente.

Verificou-se que houve uma boa separacdo proteica e que as fracgdes obtidas
apresentam apenas uma pequena quantidade de contaminantes em solugdo, tendo-se

prosseguido para novo passo de purificagdo por cromatografia de exclusao molecular.

As fracgdes (l; Il e 1ll) foram concentradas em Vivaspin de 20 mL com MWCO de 10
kDa (GE Healthcare), por centrifugagdo a 8000 xg a 7 °C, e filtradas em filtro de membrana
de 0,45 uym antes de serem aplicadas na coluna cromatografica de filtragdo em gel
(Superdex 200 10/300 GL, GE Healthcare).
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Para a eluicao da proteina utilizou-se o tampao 10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM

NaCl, de acordo com o protocolo descrito no Anexo 7.10.2.

Foram efectuadas trés aplicagdes na coluna, uma correspondente a cada uma das
trés fracgdes, anteriormente obtidas da purificagdo por cromatografia de permuta idnica,
estando representado na Figura 3.20 o perfil de eluigdo dessas mesmas fracgdes da proteina

3073 em coluna de filtragdo em gel.
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Figura 3.20 Perfil de eluicdo da coluna Superdex 200 para purificagdo da proteina 3073.
Absorvancia a 280 nm, Fracgao |I; — Absorvancia a 280 nm, Fracgéo Il; Absorvancia a 280
nm, Fracgéo lll. Ao longo do cromatograma encontram-se assinaladas algumas das fracgdes que
foram verificadas por electroforese SDS-PAGE.

Pela analise do cromatograma verifica-se uma boa separagao proteica, que veio a
ser confirmada pela verificagdo das fracgdes recolhidas por electroforese de SDS-PAGE.

Na Figura 3.21 encontra-se representada, como exemplo, a electroforese das
fracgdes recolhidas durante a purificagdo da Fracgédo | e pela analise do gel foi possivel

identificar quais as que continham uma maior quantidade relativa da proteina 3073 e decidir

como juntar essas mesmas fracgoes.
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Figura 3.21 Verificagéo por electroforese SDS-PAGE da purificagdo da Fracgéo | da
proteina 3073 em coluna Superdex 200 (filtragdo em gel). M — Marcador de pesos
moleculares (NZYColour Protein Marker Il, NZYTech); 1 — Fracgéo aplicada na
coluna; 2 — Fracgéo 3; 3 — Fracgao 9; 4-9 — Fracgdes 12 a 17. As caixas, a azul
claro e roxo, indicam quais das frac¢des recolhidas foram juntas dando origem as
Fracgdes 1 e 2, respectivamente.

Juntaram-se as fracgdes recolhidas com base na informagao dos cromatogramas e
electroforese de todas as fracgdes de 3073 purificadas, tendo-se no final obtido um total de
quatro fracgbes (Fracgbes 1 a 4), cujos perfis electroforéticos estao apresentados na Figura
3.22.
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Figura 3.22 Electroforese SDS-PAGE, em gel pre-cast
de 12% de acrilamida, das fracgdes globais da
proteina 3073 purificada. M — Marcador de pesos
moleculares (Low Molecular Weight (LMW), NZYTech);
1-4 — Fracgao 1 a Fracgao 4.

As quatro fracgbes aqui apresentadas foram conservadas e utilizadas ao longo do
projecto nos diversos estudos efectuados. O rendimento da purificagao foi de 79,35 mg de

flavoproteina 3073 / L de cultura.
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3.1.4 Caracterizagao das proteinas 3073 e 2375

Apods obtengao das fracgdes puras das proteinas 3073 e 2375 (apresentadas na

Tabela 3-4) procedeu-se a caracterizagao destas, tal como seguidamente apresentado.

Tabela 3-4 Apresentacao de todas as fracgbes puras obtidas das proteinas 3073 e 2375.

Proteinas

Fracgao 1

Fracgao 2
3073

Fracgao 3

Fracgao 4

Fracgao 1
2375

Fracgao 2

3.1.4.1 Espectros de UV/Visivel e Quantifica¢gdo das proteinas

* Proteina 3073

Foram tragcados espectros de UV/Visivel (230 a 800 nm) das quatro fracgdes puras
da proteina 3073, apresentados na Figura 3.23, com o objectivo de a caracterizar através
desta espectroscopia. Verificando-se, palas bandas caracteristicas do mesmo, em que

fracgao o cofactor esta em maior quantidade.
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Figura 3.23 Espectros de UV/Visivel da proteina 3073 em tampdo 10 mM Tris-HCI pH = 7,6
(diluigdo 1:50,5). Fracgao 1; Fracgdo 2; —Fraccdo 3; —— Fracgédo 4. Linha de base
tragcada com o mesmo tamp&o em que se encontra a proteina.
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A proteina foi quantificada pelo Método do BCA, que foi realizado, sem alteragodes,

com base no protocolo descrito no Anexo 7.11.2.
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Figura 3.24 Recta de calibragdo utilizada para a determinacéo da concentragao da proteina 3073 pelo
método colorimétrico do BCA. Proteina padrdo, BSA (solugdo stock,1 mg/mL) diluida em agua,
Abs=0,0165xBSA(ug), R?=0,9954.

Na Figura 3.24 encontra-se representada a curva de calibragdo com a proteina
padrdao BSA, através da qual se determinou a concentragdo da proteina como 354,9 £ 15,0
MM na Fracgéo 1; 169,2 £ 13,9 uM na Fracgao 2; 504,8 + 40,04 uM na Fracgado 3 e 828,9 +
67,2 uM na Fracgao 4.

Com base na concentragdo calculada foi determinado o coeficiente de extingédo
molar da proteina a 280 nm, sendo o seu valor experimental igual a (1,90 £ 0,27) x 10* M°
1cm'1, que esta proximo do valor teérico €350 nm = 1,99 x 10* M'em™ (ProtParam tool
(ExPaSy)).
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* Proteina 2375

Das duas fracgdes obtidas da proteina 2375, apenas a Fracgao 1 foi utilizada nos
estudo efectuados ao longo deste projecto. Apesar de ambas as fracgbes estarem puras, a 1
foi seleccionada porque, como foi possivel verificar pela Figura 3.17, encontra-se mais
concentrada e existe em maior quantidade (Fracgdo 1 — 22 mL e Fracgao 2 — 5 mL).

No entanto, a Fracgcao 2 foi também analisada e quantificada antes de ser
conservada a -80 °C. Tragou-se o espectro de UV/Visivel desta fracgao (ndo apresentado) e
através da Lei de Lambert-Beer, como descrito no Anexo 7.11.1, determinou-se a
concentragéo de 181,5 uM (foi utilizado para o calculo o valor de €350 ym = 1,86 % 10* M'1cm'1,

determinado através da aplicagéo ProtParam tool (ExPaSy)).

A Fracgdo 1, uma vez que seria utilizada nos estudos futuros foi primeiramente,
concentrada em célula de ultrafiltragdo Vivaspin de 20 mL com MWCO de 5 kDa (GE
Healthcare), como ja anteriormente descrito, e seguidamente dialisada contra tampao 10 mM
Tris-HCI pH = 7,6, durante a noite a 4 °C.

O espectro UV/Visivel desta fracgado dialisada foi tragado e encontra-se apresentado
na Figura 3.25).
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Figura 3.25 Espectro de UV/Visivel da Fracgédo 1 da proteina 2375 em tampao 10 mM Tris-
HCI pH = 7,6 (diluigdo 1:67). Linha de base tragada com o mesmo tamp&o em que se
encontra a proteina.

De seguida, efectuou-se a quantificagdo desta mesma fracgdo da proteina pelo
método colorimétrico do BCA.
Na Figura 3.26 é possivel visualizar a recta de calibragdo com BSA utilizada

(medigao das amostras padrao a 562 nm).
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Figura 3.26 Recta de calibragcéo utilizada para a determinagdo da concentragdo da proteina 2375
pelo método colorimétrico do BCA. Proteina padrdo, BSA (solugdo stock, 1 mg/mL) diluida em

agua, Abs=0,0184xBSA(ug), R? = 0,9886.

Assim, apés medigcao das amostras da proteina em estudo a 562 nm a concentragao

foi determinada utilizando a equagao da curva de calibragdo da Figura 3.26 como sendo

igual a 746,8 £ 47,7 uM.
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3.1.4.2 Reconstitui¢do da proteina 2375 com o cofactor FMN

Tal como referido acima na Secgdo 3.1.3, aquando da segunda etapa de purificagao
da proteina 2375, por cromatografia de exclusdo molecular, verificou-se que ocorreu a perda
do cofactor, tendo este sido eluido em diferentes momentos na purificagdo na forma livre.

Este facto foi, no momento da purificagéo, constatado pela coloragao das fracgdes
obtidas (fracgdes com proteina nao apresentavam a caracteristica coloragdo amarela
resultante da presenga do cofactor em solugéo) e confirmado através de electroforese SDS-
PAGE dessas mesmas fracgbes (tal como apresentado na Figura 3.15). Posteriormente,
também o espectro UV/Visivel efectuado, apresentado na Figura 3.25, permitiu validar estes
resultados.

Por comparagao do espectro da proteina com o espectro do cofactor FMN livre
(Figura 7.10) é possivel verificar, que tal como espectavel, no caso da fracgdo da proteina
pura nao sao visiveis as bandas caracteristicas do FMN a, aproximadamente, 370 nm e 440
nm, o que permite concluir que este ndo se encontra em solugdo ou, esta presente em

quantidades vestigiais.

Desta forma, decidiu-se efectuar a reconstituicdo da proteina 2375 com o cofactor
FMN, , tendo-se tido como base o protocolo descrito por L. J. Rogers e G. A. Sykes”.
Estabeleceu-se que para se realizar a reconstituicdo a concentragdo do cofactor (FMN)
deveria ser, cerca de, dez vezes superior a concentracdo da proteina 2375. Assim,
prepararam-se as solugées com as concentragdes apropriadas e efectuou-se uma mistura
(Volume total = 2 mL) de 0,5 mL de apoflavodoxina (proteina 2375, com concentragao stock
igual a 746,8 £ 47,7 uM) com 1,5 mL de tamp&o 10 mM Tris-HCI contendo 0,5 mM de FMN.

Seguiram-se os passos abaixo descritos:
1. Incubar a mistura durante 2 horas a 4 °C;

2. Centrifugar a 1400 xg durante 10 minutos e descartar o pellet que contém

todo o material ndo soluvel;

3. Dialisar o sobrenadante obtido no passo 2 contra tamp&o 10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA, durante 5 horas a 4 °C;

4. Efectuar nova dialise contra tamp&o 10 mM Tris-HCI (sem EDTA), durante 1

hora a 4 °C. Realizar trés trocas de tampao de 1 em 1 hora;

5. Tracgar espectro UV/Visivel.
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Figura 3.27 Espectro UV/Visivel da proteina 2375 ap6s reconstituigdo com o cofactor FMN. —
Proteina 2375, tal como purificada; Proteina 2375 reconstituida com cofactor (2375/FMN).

O espectro UV/Visivel da flavodoxina (proteina 2375) reconstituida com FMN é
apresentado na Figura 3.27 e pela sua analise verificou-se que foi possivel reconstituir a
proteina, devido a presenga das bandas caracteristicas do cofactor, ausentes no espectro da

forma apo (espectro a azul na Figura 3.27).

» Quantificacao da proteina 2375 reconstituida

Seguidamente, efectuou-se a quantificagdo da proteina reconstituida pelo método do
BCA. A recta de calibragao utilizada esta apresentada na Figura 3.24 e o protocolo seguido

encontra-se descrito no Anexo 7.11.2.

Através deste método determinou-se que a concentragdo da proteina 2375
reconstituida é de 279,78 + 46,49 uM.

Com base na concentragao assim determinada e no espectro UV/Vis apresentado na

Figura 3.27, calculou-se o coeficiente de extingdo molar da holoproteina 2375 a 280 nm,

sendo este valor experimental de 5260 M'em™.
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» Reconstituicdo e determinacéo da estequiometria

Comprovando-se que é possivel efectuar a reconstituicao da flavoproteina 2375 com o
cofactor FMN decidiu-se realizar um ensaio, recorrendo a espectroscopia de UV/Visivel, que

nos permitisse caracterizar a reacgao através da determinagao da estequiometria da mesma.

Para tal, realizaram-se sucessivas adi¢gdes, num total de vinte, de um volume definido

de FMN (20 mM) as cuvetes contendo:
— Cuvete 1: Apoproteina 2375 (746,8 £ 47,7 uM);
— Cuvete 2: Tampao 10 mM Tris-Hcl pH = 7,6.

A primeira adigao realizada corresponde a uma razao de 0,2 FMN / flavoproteina 2375
e a ultima a 4 FMN / flavoproteina 2375 e os espectros tragados encontram-se apresentados

na Figura 3.28.
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Figura 3.28 Espectros de UV/Visivel obtidos aquando da titulagdo da apoflavoproteina 2375 com
cofactor FMN.

Com base nos dados obtidos seleccionaram-se trés comprimentos de onda diferentes,
371 nm, 450 nm e 485 nm, caracteristicos das espécies em solugdo, e a partir destes

tragaram-se as curvas apresentadas na Figura 3.29.
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Figura 3.29 Representagdo dos valores de absorvancia registados ao longo da titulagao entre

a apoflavoproteina 2375 e o cofactor FMN a trés diferentes comprimentos de onda. Curva azul
— 317 nm, Curva vermelha — 450 nm e Curva verde — 485 nm.

As curvas aqui apresentadas correspondem aos valores de absorvancia registados ao
longo da titulagao entre a apoflavoproteina 2375 e o cofactor FMN para as diferentes razées

FMN/proteina efectuadas.

49



Assim, pela analise da Figura 3.29 é possivel concluir que a diferenga verificada na
evolugao das curvas aos comprimentos de onda seleccionados (curva azul — 371 nm, curva
vermelha — 450 nm e curva verde — 485 nm) deve-se ao facto do valor do coeficiente de
extingdo molecular (€) ser diferente. Portanto a intercepgéo entre as rectas tragadas para

cada curva da-nos uma estimativa do valor da estequiometria da reacgéo.

Com os trés comprimentos de onda selecionados sédo obtidas trés curvas distintas,
sendo que é com base nas equagbes das rectas definidas que se obtém trés valores de
intercepgao distintos que nos permitem obter a estimativa do valor de intercepgéo global, que
é igual a 1,15 + 0,25. E este valor de intercepgédo que nos permite entdo definir a razéo
FMN/proteina.

Estima-se, assim, que a estequiometria da reacgéo de reconstituicdo da proteina

2375 com o cofactor FMN é de, aproximadamente, 1 FMN / apoflavoproteina 2375.
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3.1.4.3 Actividade de NADH-oxidorredutase da proteina 3073

Num dos primeiros estudos realizados, pretendeu-se avaliar a actividade NADH-
oxidorredutase da proteina 3973. A actividade enzimatica foi monitorizada por
espectroscopia de UV/Visivel num espectrofotometro Evolution 300 UV-Vis, Thermo
Scientific utilizando cuvetes com percurso 6ptico de 1 cm e tragando-se os espectros entre

os comprimentos de onda de 230 nm a 800 nm.

Utilizando-se uma solugdo de NADH (VWR) 0,49 mM e com conhecimento da
concentragado da proteina efectuou-se uma diluigdo desta em tampao 200 mM MOPS pH =
7,0, 200 mM NaCl, de modo a que se conseguissem efectuar pequenas adi¢gdes sequenciais
(volume igual) as cuvetes, tal como seguidamente apresentado.

O estudo da actividade da proteina 3073 foi analisado de duas formas distintas:

1. Analise das alteracdes no espectro UV/Vis do substrato NADH

Neste ensaio, fixou-se a quantidade de NADH e efectuaram-se adigdes sucessivas
de proteina 3073.

Iniciou-se a leitura da amostra com uma quantidade fixa de NADH na célula de
leitura e foram realizadas trés adigdes sucessivas de proteina. Estabeleceu-se o volume a
adicionar, previamente, de forma a que se variasse a razdo molar NADH/proteina de 1:1 a
1:3.
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Na Figura 3.30 encontram-se apresentados os espectros tragados apds cada adigao

de proteina a amostra.
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Figura 3.30 Efeito da adigdo de NADH-oxidorredutase (proteina 3073) no espectro de UV/Visivel
do NADH. — NADH, controlo do ensaio; NADH/proteina, 1:1; — NADH/proteina, 1:2;
NADH/proteina, 1:3. No canto superior direito € apresentada uma expansado da regido espectral
entre 300 e 800 nm.

Pela analise da figura é possivel verificar as alteragdes sofridas pelo espectro de
NADH resultantes da presenca da flavoproteina em solugéo. Verifica-se uma diminuigdo do
valor de absorvancia a 340 nm (comprimento de onda ao qual a absorvancia de NADH é
maxima), resultante da oxidacao deste pela acgao da proteina 3073. Consequentemente, ha
um desvio para a direita acompanhado de um aumento da absorvancia na regiao
caracteristica do FMN, uma vez que ao longo da reacgao ocorre a interconversao entre as

diferentes formas que o cofactor FMN pode apresentar.

2. Analise das alteracdes no espectro UV/Visivel da flavoproteina 3073

Ja neste segundo ensaio, o que se fixou foi a concentragdo de proteina e foram
realizadas sucessivas adigcbes de NADH, tendo-se analisado neste caso as alteragbes no
espectro da proteina (na regidao dos maximos de absorvancia caracteristica do cofactor,

FMN), tal como apresentado na Figura 3.31.
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Figura 3.31 Efeito da adigdo de NADH no espectro de UV/Visivel da NADH-oxidorredutase
(proteina 3073). — Proteina 3073, controlo do ensaio; — Proteina/NADH, 1:0,2;
Proteina/NADH, 1:0,4; — Proteina/NADH, 1:0,6; Proteina /NADH, 1:0,8; Proteina
/NADH, 1:1. No canto superior direito € apresentada uma expansao da regido espectral entre 300
e 800 nm.

Através da figura é possivel analisar as alteragdes ocorridas no espectro da proteina,
verificando-se alteragbes na regido onde o cofactor absorve, resultantes da, ja referida,
interconversao entre as formas oxidada e reduzida que este pode assumir durante a
reacgdo. Consequentemente, observa-se um aumento do valor de absorvancia a 340 nm,
comprimento de onda onde a absorvancia de NADH é maxima, resultante das adigdes
sucessivas realizadas.

Ambos os ensaios nos permitiram concluir que o FMN funciona como grupo
prostético, confirmando-se a actividade NADH-oxidorredutase da flavoproteina 3073, que

catalisa a reacgao de transferéncia de eletrdes do NADH.
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Dps

3.1.5 Producao da proteina Dps de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

Tal como as proteinas 3073 e 2375 também a proteina Dps foi sobre-expressa;

purificada e posteriormente utilizada nos diversos estudos efectuados.

As condigbes utilizadas na sobre-expressdo e purificagdo da Dps, encontram-se
apresentadas em seguida, tendo sido seguidos os protocolos optimizados pelo grupo de

Biofisica Molecular.
» Sobre-expressao
O primeiro passo consiste em obter colénias das células, procedendo-se para isso a
transformacdo de 50 uL de células quimicamente competentes de E. coli BL21(DE3)

(NZYTech) com 5 puL do pDNA do vector pET-21c—Dps (mapa do vector apresentado na

Figura 3.32), tal como anteriormente descrito.

Terminador T7

Origem f1.

Ap

Operador lac
Promotor T7

ac |

pET-21c—Dps

5862 pb

Figura 3.32 Vector de sobre-expressdo pET-21c—Dps utilizando o
software CLC Sequence Viewer.

Seleccionou-se uma coloénia isolada da placa de transformagédo, com a qual se
inoculou um pré-inéculo de 5 mL de meio de cultura LB/Ampicilina (100 pg/mL) que cresceu
a 37 °C com agitagao de 200 rpm durante 8 horas. Ao fim deste tempo efectuou-se uma
diluicao do pré-inéculo para 100 mL (1:100) no mesmo meio de cultura e deixou-se a incubar
durante a noite (cerca de 16 horas), mantendo-se as mesmas condigbes de temperatura e
agitacdo. Posteriormente, esta cultura foi diluida para 1 L (1:100) do mesmo meio de cultura
e mantida com agitagdo de 200 rpm a 37 °C com monitorizagdo da densidade o6ptica (ODggg
nm) até se atingir o valor de, aproximadamente, 0,5. Nesse momento a cultura bacteriana foi
induzida com 0,5 mM de IPTG e mantida com as condigbes de incubagédo (temperatura e

agitacédo) durante 3 horas, periodo apds o qual se efectuou a recolha celular. As células
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foram recolhidas por centrifugagdo a 11 000 xg, durante 10 minutos a 7 °C. O sedimento
bacteriano obtido foi seguidamente ressuspendido em tampéao 10 mM Tris-HCI pH = 7,6 e
conservado a -80 °C até se proceder ao passo de extrac¢ao e isolamento da proteina. O

rendimento celular obtido foi de 1,9 g células/L de cultura (peso humido).

O procedimento utilizado para a sobre-expressao da Dps aqui descrito encontra-se

representado esquematicamente na Figura 3.33.

Transformacgao de células E. coli BL21(DE3) com pET-21c—Dps

NS

Pré-inéculo

5 mL LB + 5uL Amp (100 mg/mL) + 1 colénia

N\ /200 rpm, 8h, 37 °C

Inéculo

100 mL LB + 100 pL Amp (100 mg/mL) + 1 mL pré-inéculo

<I / 200 rpm, = 16h (o/n), 37 °C

Crescimento

1LLB+ 1 mLAmp (100 mg/mL) + 10 mL inéculo

<I /200 rpm, 37 °C, ODgponm = 0,5

Inducao

+ 500 pL IPTG (1M)

‘J\ I; 200 rpm, 3h, 37 °C

Recolha Celular

Centrifugacgdo a 11 000 xg, 10 min, 7 °C

NS

Ressuspender em 10 mM Tris-HCI, pH = 7,6

NS

Conservar a - 80 °C

Figura 3.33 Representacéo esquematica do protocolo de sobre-expresséo da proteina Dps.
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Efectuou-se o isolamento proteico, tendo a lise celular ocorrido através de 3 ciclos de
congelagao/descongelagao, na presenga de DNAse | (Roche) e com posterior sonificagdo. A
suspensao celular obtida foi em seguida centrifugada a 10 000 xg durante 10 minutos a 7 °C.

O sobrenadante foi ainda ultracentrifugado a 42 000 rpm durante 1 hora e 30 minutos a 4 °C.

A sobre-expressao da Dps foi avaliada através de electroforese SDS-PAGE (como
descrito no Anexo 7.7), sabendo-se que a massa molecular desta é de 215689,4 Da"

encontrando-se o gel apresentado na Figura 3.34.

Figura 3.34 Verificacdo da produgdo da Dps por SDS-PAGE
(poliacrilamida 12,5%). M — Marcador de pesos moleculares (Low
Molecular Weight (LMW), NZYTech); 1 — Cultura celular antes da
indugdo com IPTG; 2 — Cultura celular 3 h apés a indugdo com 0,5
mM de IPTG; 3 — Pellet da centrifugagdo a baixa velocidade; 4 —
Sobrenadante da centrifugagdo a baixa velocidade; 5 — Pellet da
ultracentrifugagdo; 6 — Sobrenadante da ultracentrifugacao.
Aplicaram-se no gel 8 pL de cada amostra.
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» Purificagao da Dps

O sobrenadante da proteina Dps resultante da ultracentrifugagao, correspondente a
fracgao proteica soluvel, foi seguidamente purificado tal como aqui descrito e de acordo com

o protocolo apresentado no Anexo 7.10.

Iniciou-se o processo de purificagdo da Dps com uma cromatografia de permuta
ibnica em coluna de resina anionica (DEAE — Sepharose fast flow, GE Healthcare Life
Sciences). O extracto proteico foi aplicado na coluna que foi de seguida lavada com tampao
10 mM Tris-HCI pH = 7,6 (Tampao A); a eluigdo das proteinas adsorvidas a matriz
cromatografica foi realizada por aplicagdo de um gradiente linear descontinuo de tampéao 10
mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl — Tampao B (Anexo 7.10.1), estando o seu perfil de

eluicdo apresentado na Figura 3.35.
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Figura 3.35 Perfil de eluicdo da coluna cromatografica DEAE-Sepharose FF na purificagdo da
proteina Dps. —— Absorvancia a 280 nm; % de Tampdo B. A numeragdo representada
corresponde a algumas das fracgdes recolhidas (12 mL/tubo) que foram analisadas posteriormente
por electroforese SDS-PAGE.

Com base no cromatograma concluiu-se que a separagado proteica foi eficiente,
informacédo que foi confirmada por electroforese SDS-PAGE (ndo apresentados). Com a
informagdo obtida e sabendo-se que a proteina de interesse foi eluida entre 45 e 57% de

tampao B, as fracgdes 39 a 58 foram juntas numa unica fracgéo global.
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De seguida, prosseguiu-se para a nova etapa de purificagdao por cromatografia de
exclusao molecular em coluna de filtragao em gel Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare),
usada anteriormente como passo de polimento no processo de purificagdo das proteinas

2375 e 3073.
A fracgado a injectar na coluna foi, previamente, concentrada em Vivacell 70 com

MWCO de 30 kDa (Sartorius), através de aplicagdo de pressao (cerca de 4,5 bar) e com

agitacédo de 135 rpm a 11 °C e filtrada com filtro de membrana de 0,45 pm.

Foram efectuadas trés injecgdes sequenciais, da mesma fracgdo, na coluna e a
proteina foi eluida com tampao 10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl. Seguiu-se o
protocolo descrito no Anexo 7.10.2 e o perfil de eluicdo da proteina nesta etapa de

purificagdo esta representado na Figura 3.36.
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Figura 3.36 Perfil de eluicdo da coluna Superdex 200 para purificagdo da proteina Dps.
Absorvéancia a 280 nm, Injecgdo 1; Absorvéancia a 280 nm, Injec¢&o 2; — Absorvancia a 280
nm, Injecgdo 3. Ao longo do cromatograma encontram-se assinaladas algumas das fracgdes que
foram verificadas por electroforese SDS-PAGE.

As fracgdes de 2 mL recolhidas 14-23 (Injecgado 1); 55-64 (Injecgao 2) e 104-110
(Injeccao 3) foram verificadas por SDS-PAGE, com o objectivo de confirmar a boa separagao
proteica, ja inferida a partir do cromatograma (Figura 3.36) e verificar quais as fracgdes que
apresentavam maior pureza e quantidade relativa de proteina e assim obter fracgdes global.
Para além disso, foi ainda realizada a verificagdo da presenga da enzima catalase nas
fracgoes, visto esta ser um contaminante muito comum, que catalisa a reac¢ao 3.1.

Catalase
2H,0, —> 2H,0+0, (3.1)
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O teste da presenca da catalase consiste na verificagdo do aparecimento de bolhas
nas amostras, resultante da formacédo de O, apds adicdo do substrato H,O, (30% wlv,

Panreac) a uma pequenas amostra das diferentes fracg¢oes.

Desta forma, foram obtidas duas frac¢des da proteina de interesse, a Fracgédo 1 que
compreende as fracgbes 17-19; 58-61 e 105-107, que nao apresentaram a formagao de
bolhas aquando do teste da catalase e que possuem quantidade de proteina semelhante
(verificado através de electroforese SDS-PAGE, nao apresentado). E a Fracgéao 2, resultante
da jungado das fracgdes 15; 16; 56; 57 e 104, que apresentaram bolhas (em reduzida

quantidade) durante o teste.

O rendimento da purificagao foi de 31,92 mg de proteina Dps / L de cultura.

» Quantificagao

A proteina Dps foi quantificada por espectroscopia de UV/Visivel, como descrito no

Anexo 7.11.1, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar a 280 nm de 2,93 x 10° M'em™.

Antes de ser efectuado qualquer estudo com estas fracgdes foram concentradas em
célula de ultrafiltragdo, tal como ja descrito anteriormente. Este passo de concentracéo
implicou que fosse realizada nova quantificagdo das fracgées pelo mesmo método UV/Vis
(Figura 3.37), tendo-se determinado o valor final de concentragédo para a Fracgado 1 igual a

133,6 uM e para a Fracgao 2 igual a 183,6 uM.

240 260 280 300 320 340 360 380 400
c.d.o. (nm)

Figura 3.37 Espectro UV/Visivel representativo da proteina Dps.
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4 Estudos de transferéncia electréonica

Apds se ter comprovado a actividade NADH-oxidoredutase da flavoproteina 3073
(estudo apresentado na Seccgéo 3.1.4.3) foram realizados ensaios, pelas espectroscopias de
UV/Visivel e de Mossbauer, para averiguar se esta proteina poderia funcionar como parceiro

redox da Dps.

41 Estudo cinético por espectroscopia de UV/Visivel

Inicialmente, procedeu-se ao estudo por espectroscopia de UV/Visivel,
monitorizando-se as amostras no espectrofotometro Evolution 300 UV-Vis, Thermo Scientific,
em cuvetes com percurso Optico de 1 cm e tragando-se os espectros entre os comprimentos
de onda de 230 nm a 800 nm.

O ensaio foi realizado com tampao 200 mM MOPS pH = 7, 200 mM NaCl, utilizando-
se a proteina 3073 (828,9 uM); uma solugdo de NADH (24,4 mM) e a proteina Dps com
incorporagao de 96 ferros (Dps core 96Fe — 50 uM Dps : 4,8 mM 56Fe), preparada de acordo

com o protocolo descrito no Anexo 7.16.

O ensaio foi realizado tal como apresentado esquematicamente na Figura 4.1, sendo
que a cada passo foram, de imediato, tragcados os espectros UV/Visivel da amostra,

representados na Figura 4.2.

1.
O Flavoproteina 3073 em
tampao 200 mM MOPS pH =7
200 mM NacCl
12 adigao de

NADH

i OF ‘

(2)
2° adigio de NADH Adigao de Dps core %Fe /

Flavoproteina 3073 + NADH Flavoproteina 3073 + NADH Flavoproteina 3073 + NADH +
(1:0,5) (1:1) Dps core Fe

Figura 4.1 Representacdo esquematica do ensaio realizado por espectroscopia de
UV/Visivel para estudar a cinética da reacgao de transferéncia electrénica.
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Figura 4.2 Estudo cinético da reacgao de transferéncia electrénica por espectroscopia de
UV/Visivel. — Flavoproteina 3073; — 12 Adicdo de NADH (3073/NADH, 1:0,5); — 22
Adicao de NADH (3073/NADH, 1:1); Adicao de Dps core 96Fe, 1:1 (3073/Fe).

O facto de as varias espécies em solugéo apresentarem maximos de absorvancia a
comprimentos de onda préximos (NADH a 340 nm; FMN a 265 nm; 370 nm e 440nm; Dps
core Fe a 340 nm) torna dificil a desconvolugao espectral e a consequente interpretagédo das

reacgdes de transferéncia electrénica que estédo a ocorrer.

Através dos espectros apresentados €, no entanto, possivel confirmar a ocorréncia

da reacc¢ao de transferéncia electrénica com participagao da flavoproteina 3073.

Pela andlise do espectro representado a azul, correspondente a primeira adicdo de
NADH a cuvete que contem a flavoproteina, verifica-se que ha uma diminui¢gdo do valor de
absorvancia na regido do comprimento de onda caracteristico do FMN (cofactor de 3073), o
que indica que na presenga de NADH ha uma conversao da forma oxidada para a forma
reduzida. Verifica-se também uma redugdo na absorvéncia no espectro a verde,
correspondente a segunda adicdo de NADH a amostra. Estes resultados confirmam a
actividade de NADH oxidoreductase anteriormente observada (Secgao 3.1.4.3).

A Unica diferenga entre os dois espectros acima mencionados prende-se com o facto
de o valor de absorvancia a, cerca de, 340 nm, aumentar no espectro verde devido a

presencga de algum excesso de NADH.

Por sua vez, o espectro a amarelo corresponde a leitura da amostra apds a adigao
sequencial da Dps com ferro incorporado, verificando-se uma aumento da absorvancia na
regiao de comprimentos de onda correspondente ao core, acompanhado de um aumento na
regiao do comprimento de onda caracteristico do cofactor da flavoproteina. Ou seja, este
resultado sugere que na presenga da Dps com ferro incorporado ha transferéncia de

electrdes da 3073, ocorrendo a reoxidagao do FMN com consequente redugao e libertagéo
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do ferro incorporado na Dps (Fe3+ > Fe2+). E no entanto impossivel desconvoluir os
espectros por forma a quantificar e compreender a extenséo dessa redugdao. Um dos motivos
desta dificuldade reside no facto da amostra conter uma componente férrica de coloragcao
alaranjada que apds reacgao devera dar origem a uma espécie ferrosa incolor e a FMN na

forma oxidada de coloragdo amarela.

Estes resultados obtidos pela espectroscopia de UV/Visivel levaram-nos assim a
colocar a hipétese da flavoproteina 3073 funcionar como parceiro redox da Dps. No entanto,
através desta espectroscopia néo foi possivel obter uma resposta inequivoca nem qualquer

informagéao sobre as taxas de redugao.

De forma a ultrapassar o problema experimental observado recorreu-se a
espectroscopia de Mdéssbauer que possibilita a monitorizagdo simultanea das diferentes

espécies de ferro nas amostras.

4.2 Estudo cinético pela espectroscopia de Mossbauer

Tendo por base os resultados anteriormente obtidos desenhou-se uma experiéncia
para a qual fosse possivel seguir a velocidade redugdo do core férrico e caracterizar a

natureza do produto ferroso.

Para tal, foi utilizado um espectrémetro de campo baixo que opera numa geometria
de transmissdao com modo de aceleragdo constante. A velocidade zero do espectro de
Mdssbauer refere-se ao centroide do espectro de uma folha de ferro metélico adquirido a
temperatura ambiente. O espectrometro esta equipado com um cridstato de circuito fechado
Janis Closed Cycle He gas Refrigerator que permite a aquisicao de espectros entre 4,5 K e
325 K. A aquisigao pode ser feita na auséncia ou presenga de um campo magnético fixo de
600 G.

Para a experiéncia em causa, foi necessario preparar previamente a Dps com
incorporagao do is6topo de ferro 57 (57Fe), de acordo com o procedimento descrito no Anexo

7.16, numa razao de 144 ferros por Dps.

Cada uma das amostras analisadas foi preparada em tampao 200 mM MOPS pH =
7, 200 mM NaCl, com um volume maximo de 400 puL, transferida para uma célula de
Mdssbauer (Delrin®, DuPont) e congelada em azoto liquido. Todo este procedimento foi

realizado em condigdes anaerdbias (<4 ppm O;) numa camara de luvas MBraun labmaster.
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Para efeitos de analise as amostras foram colocadas no espectrémetro de
Mdssbauer descrito e a aquisicao efectuada com diferentes temperaturas (10 K e 80 K) e na

auséncia de campo magnético aplicado.

A analise dos espectros de Mdssbauer apresentados foi efectuada utilizando o
programa WMOSS 2.51 (SEE co.).

A primeira amostra analisada foi preparada através da incubagédo da proteina Dps
com 144 ferros incorporados (Dps core 144Fe — 25 pM Dps : 3,6 mM 57Fe) com 300 uM da
flavoproteina 3073 (12x Dps) e 18 mM de NADH (5x Fe2+) — Amostra |. Realizaram-se
varios tempos de incubagao, num total de 12 horas, tempo ao longo do qual se verificou a
conversdo das espécies através do desaparecimento do ferro férrico com concomitante

aparecimento do produto ferroso, tal como apresentado na Tabela 7-11.

Na Figura 4.3, apresentam-se os espectros obtidos para esta amostra (espectro B a
espectro N) adquiridos a temperatura alta (80 K). E possivel verificar pela posi¢ao das linhas
a conversao da espécie férrica, caracterizada pela presenga de dobletos de quadrupolo
caracteristicos do substrato (core férrico com linhas de absorgédo 0,15 e 0,77 mm/s) e
produto (ferro ferroso de spin alto com linhas de absorgao a -0,24 e 2,87 mm/s). A analise
dos espectros foi feita por ajuste a dois dobletos de quadrupolo (Figura 4.5 B, linhas soélidas
a vermelho e a azul) com paradmetros tipicos das espécies mencionadas e constantes na
Tabela 7-10.

Como controlo preparou-se uma amostra contendo a proteina Dps com incorporagao
de 144 ferros (Dps core 144Fe — 25 M Dps : 3,6 mM *’Fe) e 18 mM de NADH (5x Fe®") —
Amostra Il, com tempo de incubagao total igual ao da Amostra |. Esta amostra (Figura 4.3
A) permitiu comprovar que a reacgao apenas ocorre na presencga da flavoproteina 3073, uma
vez que neste caso nao se verifica nenhum alteragdo no espectro obtido, estando apenas

presente o dobleto caracteristico do ferro férrico.
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Figura 4.3 Espectros de Mdéssbauer adquiridos a 80 K, para a amostra Dps core
144Fe/3073/NADH e do respectivo controlo. A) Espectro da amostra controlo,
amostra Il; B a N) Espectros da amostra | com variagdo dos tempos de incubacgao,
de 4,33 minutos a 12 horas, respectivamente. A seta apresentada indica o pico de

alta energia correspondente ao produto de ferro ferroso.

Na Figura 4.4 apresentam-se os resultados obtidos para a aquisicao a temperatura

baixa (10 K).
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Figura 4.4 Espectros de Mdssbauer adquiridos a 10 K, para a amostra Dps core
144Fe/3073/NADH e respectivo controlo A) Espectro da amostra controlo, amostra
II; B a N, excepto C) Espectros da amostra | com variagdo dos tempos de
incubacgao, de 4,33 minutos a 12 horas, respectivamente. A seta apresentada indica
0 pico de alta energia correspondente ao aparecimento do produto de ferro ferroso.

Na Figura 4.5 encontram-se representados os espectros da Amostra | adquiridos a
10 K (espectro A) e a 80 K (espectro B), para o tempo reaccional de 34,33 minutos. No
espectro obtido a 10 K podem-se observar duas componentes: i) uma componente
magnética constituida por 6 linhas (marcadas com *) e uma espécie representada por um
unico dobleto de quadrupolo. Este dobleto apresenta parametros tipicos para ferro ferroso de
spin alto (linha azul). Ja em B observam-se os resultados da mesma amostra quando
analisada a alta temperatura onde se verifica o colapso das 6 linhas num dobleto de

quadrupolo com parametros tipicos de ferro férrico, (linha vermelha). Este comportamento é
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tipico em proteinas da familia das ferritinas para cores férricos superparamagnéticos. Os

respectivos parametros usados podem ser consultados Tabela 7-10.
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Figura 4.5 Espectros de Méssbauer adquiridos a alta e baixa temperatura para a amostra |
(Dps core 144Fe/3073/NADH). A) Espectro adquirido a 10 K. Espécie superparamagnética
com seis picos de absorgdo, entre -7,5 e 8 mm/s (*). Linha sélida azul — Simulagdo de um
dobleto de quadrupolo ferroso. B) Espectro adquirido a 80 K. Dobleto de quadrupolo
férrico. Linha solida vermelha — Simulagdo de um dobleto de quadrupolo férrico; Linha
solida azul — Simulagdo de um dobleto de quadrupolo do produto ferroso.

Com base nos resultados obtidos as diferentes temperaturas (10 K e 80 K),
constantes das Figura 4.3 e Figura 4.4., efectuou-se a quantificagdo das diferentes espécies

ao longo do tempo, apresentada na Tabela 7-11.
A analise cinética mostra uma diminuigdo mono-exponencial para o core férrico com
concomitante aparecimento do produto ferroso, podendo a variagao ser explicada por uma

cinética de primeira ordem (representagdo na Figura 4.6), com a reacgédo (4.1) e uma

constante de primeira ordem k = 0,011 min™.

ASB @.1)
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Figura 4.6 Resultados obtidos ao longo do tempo para a variagdo da percentagem de

espécies de ferro caracterizadas nas amostras estudadas. Vermelho — Ferro férrico; Azul

— Ferro ferroso.
Conclui-se que existe conversao directa do substrato (core férrico) em produto (ferro
ferroso de spin alto) sem que seja possivel observar a presenga de um intermediario

adicional.

Por forma a melhor caracterizar o produto da reacgao obtido foi adicionado, em
excesso, a Amostra | o composto 1,10-fenantrolina, composto este capaz de coordenar ferro

ferroso em solugdo aquosa. O complexo ferro-ortofenantrolina forma-se numa razao

estequiométrica 1:3 (Figura 4.7).

| X
~N|
Fe?*
7 N"‘
|
AN
L 13

Figura 4.7 Representacdo do complexo
ferro-ortofenantrolina.

Apods incubagdo, esta nova amostra foi analisada e o seu espectro adquirido a
temperatura alta (80 K) esta apresentado na Figura 4.8 A. Neste espectro é possivel detectar
um unico dobleto com desdobramento de quadrupolo (AEq) de valor muito baixo, devido a

elevada simetria do complexo formado.
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Figura 4.8 Espectros de Mossbauer adquiridos a temperatura alta (80 K). A)
Amostra obtida apds adicdo de 1,10-fenantrolina @ Amostra I; B) Filtrado obtido apos
filtragcdo em Microcon; C) Amostra constituida pelo volume retido na membrana apés
filtragdoo em Microcon.
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O espectro apresentado é virtualmente idéntico ao espectro da amostra controlo

realizada do complexo ferro-ortofenantrolina

(razdo estequiométrica 1:9), representado na

Figura 7.12. Para além dos espectros apresentados também os valores dos parédmetros

obtidos e apresentados na Tabela 7-10 permitem comprovar esta informagao.

Para determinar se o complexo do produto ferroso formado estava em solugéo ou se

estaria ainda em interacgado com a proteina Dps, efectuou-se, em condi¢gdes anaerdbicas, a

permuta da amostra num Microcon ® — Centrifugal Filter, Millipore.

Foram efectuadas

sucessivas adigdes de tampao 200 mM MOPS pH = 7, 200 mM NaCl, com volumes

variaveis, realizando-se a permuta através de centrifugagédo (centrifuga Spin Fuge/Vortex,

Combi-spin FVL-2400N).
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Este ensaio permitiu-nos assim obter duas novas amostras, a amostra contendo o
volume que passa através da membrana (filtrado) e a amostra constituida pelo volume que
fica retido por acgdo desta no Microcon. Os respectivos espectros adquiridos a alta
temperatura (80 K) estéo representados na Figura 4.8.

Pela observagao e analise dos espectros obtidos verifica-se que todo o complexo de
ferro pode ser colectado (espectro B), comprovando-se desta forma que a amostra
correspondente ao volume retido no filtro (espectro C) ndo contém ferro (auséncia de sinal
ap6s 5 horas de aquisicao espectral). Ou seja, conclui-se desta forma que todo o ferro
presente em solugao foi complexado pela 1,10-fenantrolina e que ja se encontrava todo em
solugédo sem qualquer tipo de interacgdo com a Dps.

Por ultimo, decidiu-se realizar ainda um novo ensaio que nos permitiu testar a
actividade da proteina retida. Para tal, utilizando o volume retido no Microcon, foi realizada
uma nova incubag¢ao da Dps com Ferro 57, seguindo-se o protocolo apresentado no Anexo

7.16, tal como anteriormente efectuado.

Esta nova amostra foi, igualmente, analisada por espectroscopia de Mdssbauer,
tendo-se obtido o espectro apresentado na Figura 4.9.
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Figura 4.9 Espectro de Mdssbauer adquirido a alta temperatura (80 K) da amostra de
proteina Dps com incorporagéo de 144Fe® apos ciclo de oxidagao redugéo.
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Pela analise deste espectro verificou-se que a proteina possui ainda a capacidade
de formar um novo core férrico apds o decorrer do ciclo de oxidagao-redugao estudado, pois

esta apresenta um dobleto de quadrupolo caracteristico do core formado.
Na Figura 4.10 é apresentado de forma esquematica o ciclo de oxidagao-redugao

ocorrido, com respectivos passos, descritos seguidamente, e espectros de Mdssbauer

adquiridos.

Fe2*+ O,

seg

o 4 Mwﬂ“\-‘x"‘"@ e S

o-fenantrolina

Figura 4.10 Esquema representativo do ciclo de oxidagdo-redugao estudado, com apresentagéo
dos passos que o constituem e respectivos espectros de Mossbauer adquiridos a temperaturas
alta (80 K) e baixa (10 K). 1) Formagéo do core — Adigao de *Fe na presenca do oxidante Og; 2)
Reacgéo de oxidagao-reducdo na presenga da flavoproteina 3073 e de NADH; 3) Formagéo do
complexo Fe-Orto — Adigdo de o-fenantrolina em excesso a amostra; 4) Permuta da amostra em
Microcon; 5) Obtencao da amostra correspondente ao volume filtrado pela membrana; 6) Amostra
correspondente ao volume retido na membrana; 7) Reincorporagéo de Ferro 57 na amostra de Dps
obtida no final do ciclo redox.

Através da observagdo da Figura 4.10 é possivel analisar os diferentes passos
ocorridos ao longo da reacgao de oxidagao-redugdo em estudo. O passo 1 assinala o inicio
do processo, que corresponde a incubagdao da proteina Dps com 144 ferros 57, com
respectiva formagao de Dps core Fe. Esta primeira amostra, correspondente apenas ao core

formado foi analisada e o espectro de Mdssbauer adquirido a baixa temperatura (10 K). No
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espectro apresentado é entdo possivel verificar, tal como ja referido anteriormente, tratar-se
de uma espécie superparamagnética.

Posteriormente, o passo 2 corresponde a incubagdo do core com a flavoproteina
3073 e com NADH. A incubagao, tal como anteriormente mencionado, foi realizada durante
um total de 12h, sendo realizados diferentes tempos de incubagcdo e seguidamente
adquiridos os espectros de Mdssbauer (apresentados nas Figura 4.3 e Figura 4.4). O
espectro aqui apresentado corresponde ao ultimo tempo de incubacéo e foi adquirido a 80 K.

Com o estudo cinético realizado e apds se verificar a total conversao do ferro férrico
no produto ferroso (Tabela 7-11) efectuou-se a adigdo do composto 1,10-fenantrolina (passo
3) na tentativa, que se veio a comprovar, de obter a formagdo do complexo Fe-Orto, i.e.
adicionou-se ortofenantrolina em excesso a amostra com o objectivo desta sequestrar o ferro
ferroso em solugao e assim comprovar a libertagao do ferro da Dps ocorrida.

Apods formagao do complexo foi entdo necessario analisar se todo o ferro ferroso que
foi complexado pela ortofenantrolina estaria livre em solugdo ou se por outro lado ainda
estaria em interacgdo com a Dps. Assim, no passo 4 realizou-se a permuta da amostra num
Microcon que permitiu realizar a separagao em duas fracgbes. O volume recolhido apds
passagem pela membrana (passo 5), que corresponde a fracgao sem proteina e onde esta
presente o complexo Fe-Orto, e o volume retido na membrana (passo 6) onde se encontra a
proteina, que tal como se pode observar pelo espectro adquirido a alta temperatura nao
apresenta qualquer pico, ou seja, permitiu-nos comprovar que todo o ferro em solugao se
encontra na forma de complexo e que deixou de estar incorporado e em interacgédo com a
proteina.

Por fim, e de forma a comprovar a actividade da Dps ao final deste ciclo, realizou-se
no passo 7 a reincorporagao do ferro na proteina com formagédo de novo core, tendo-se
assim encerrado o ciclo obtendo-se uma amostra com as caracteristicas espectrais da

amostra inicial.
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5 Discussao final e perspectivas futuras

Na ultima década as mini-ferritinas tém sido bastantes estudas devido ao facto de,
sendo proteinas exclusivamente bacterianas, estarem envolvidas no mecanismo de
protecgcédo celular contra espécies reactivas de oxigénio e de hidrélise de DNA. Tal como
atras descrito existe ja um conhecimento bem fundamentado em dados experimentais sobre
0 mecanismo de oxidagao do ferro ferroso em core férrico e de ligagdo, ndo especifica, ao
DNA. Do ponto de vista funcional é ainda expectavel que o core férrico formado possa ser
utilizado metabolicamente na biossintese de cofactores necessérios as células, tendo no
entanto para isso de existir uma libertagdo fortemente regulada do ferro. De acordo com o
racional baseado em dados bibliograficos e nas caracteristicas fisico-quimicas dos possiveis
reagentes e produtos envolvidos nessa libertagdo assume-se que o passo fulcral sera a
reducao do core férrico a ferro ferroso.

Assim, para esta tese, foram definidos inicialmente objectivos que se centravam na
caracterizagao do mecanismo de libertagdo do ferro constituinte do core. Desses objectivos
constava a procura de um parceiro redox apropriado a interacgdo com a Dps bem como da
possivel cadeia de transferéncia electronica envolvida nesse mecanismo. Mais, foi
claramente definido como objectivo a procura de possiveis intermediarios reaccionais na
reaccdo de libertagdo do ferro sendo para isso necessario utilizar uma técnica de
caracterizagao cinética que permitisse identificar e quantificar todas as espécies de ferro
presentes. Finalmente, a proposta inicial contemplava também a caracterizagdo do produto
final do ponto de vista da sua possivel disponibilidade biolégica.

Tendo em conta os objectivos explicitados recorreu-se ao conjunto apropriado de
metodologias de biologia molecular, bioquimicas e espectroscépicas. Para a procura do
possivel parceiro redox iniciou-se uma pesquisa no genoma de Marinobacter
hydrocarbonoclausticus (genoma totalmente sequenciado e previsivelmente quase idéntico
ao genoma de Pseudomonas nautica 617 de onde a Dps em estudo é proveniente) na
tentativa de encontrar genes que codificassem para proteinas envolvidas em mecanismos de
transferéncia electronica. Dessa pesquisa resultou um conjunto de candidatos que
integravam proteinas de diferentes classes: proteinas hémicas, proteinas de ferro-enxofre e
flavoproteinas, estando no entanto excluidas as proteinas contendo cobre, nomeadamente,
as cupredoxinas. Sendo efectivamente impossivel efectuar a clonagem e expressao de todas
estas proteinas de acordo com a calendarizagao dos trabalhos constantes de uma Tese de
Mestrado optou-se por congregar esforgos a volta de uma Unica classe de proteinas de
transferéncia electronica, tendo a classe das flavoproteinas sido considerada mais
promissora para prossecugao dos trabalhos. Ainda que esta escolha esteja aberta a
discussdo os critérios centraram-se na facilidade de expressdo de holoproteinas com
cofactores flavinicos em quantidades suficientes para os trabalhos espectroscopicos
realizados (como discutido de seguida). Outro factor determinante é a boa adequagao da

gama de potenciais formais de oxidagao-redugado de flavoproteinas ao que se espera que
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seja o valor necessario para promover a redugao do core férrico. Foram entado identificadas
duas flavoproteinas (2375 e 3073) para as quais foi testada a expressdo em diferentes
condigdes. Os melhores resultados de expressao (obtengdo de 2,9 g de células/L de cultura
no caso da 2375 e 4 g de células/L de cultura para a 3073, peso humido) foram obtidos para
crescimentos em meio LB e para recolha celular efectuada 3 horas apés a indugdo a
densidade optica (ODegoonm) igual a 0,5 utilizando diferentes concentragdes de indutor
dependendo da flavoproteina a ser expressa.

Os procedimentos de purificagdo desenvolvidos permitiram obter rendimentos
significativos e nao limitantes para as experiéncias subsequentes (73 mg de flavoproteina
2375/ L de cultura e 79,35 mg de flavoproteina 3073 / L de cultura).

Foi também observado durante a purificagdo da flavoproteina 2375 que a
estabilidade da holoproteina era dependente da forga idnica do meio, decorrendo esta
observagado do facto de no segundo passo de purificagdo por cromatografia de exclusao
molecular utilizando o tampéo 10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl se ter conseguido
separar na totalidade a apoproteina do cofactor flavinico. Este cofactor, identificado por
espectroscopia de UV/Visivel como FMN (Figura 3.16), pode facilmente ser utilizado para
reconstituir a proteina tendo sido obtido uma estequiometria de aproximadamente 1 FMN/
Flavoproteina 2375, como facilmente é verificado nos resultados da Figura 3.29. Esta
caracteristica da proteina 2375 limita a sua utilizagdo como parceiro redox da Dps pois a
estabilidade desta ultima normalmente implica a manutengdo de uma forga idnica mais
elevada, sendo utilizado um tampao 200 mM MOPS pH = 7, 200 mM NaCl. Como tal, numa
experiéncia de transferéncia electrénica entre a flavoproteina 2375 e a Dps, n&o é possivel
garantir que nao exista, ainda que parcialmente, FMN no estado livre o que certamente leva
a resultados passiveis de nos induzir em erro. Alternativamente, neste caso seria necessario
a realizagao de um ensaio de transferéncia electrénica com utilizagdo de tampdes com baixa
forga idnica, o que apesar de vir a evitar a dissociagao do cofactor da flavoproteina diminuiria
a estabilidade da Dps com ferro incorporado, possivelmente levando a libertagdo néo
especifica do metal. Perante estas caracteristicas foi decidido excluir a flavoproteina 2375
dos testes de transferéncia electronica.

A flavoproteina 3073 foi purificada até homogeneidade permanecendo estavel aos
diferentes valores de pH e forga idnica testados durante o procedimento. Dada a homologia
com as proteinas da classe NADH:quinona oxidorreductase foram efectuados testes de
reducao na presenga de NADH. Adi¢des sucessivas de NADH comprovaram a capacidade
deste reagente transferir electrdes para o cofactor flavinico, sendo possivel também verificar
a capacidade de re-oxidagdo através de incubagdes na presenca de oxigénio molecular.
Tendo em conta estas caracteristicas bem como as estruturas ja conhecidas para proteinas
homdlogas procedeu-se aos testes de transferéncia electronica recorrendo, inicialmente, a
espectroscopia de UV/Visivel. Estes testes pretendiam avaliar a possibilidade de
estabelecimento de uma cadeia de transferéncia electrénica entre o NADH e a proteina Dps

com incorporagao prévia de ferro, para tal na incubagao total dos diferentes componentes
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existia em solugdo uma mistura de NADH, flavoproteina 3073 oxidada e Dps core 96Fe. A
escolha das razdes de ferro/Dps utilizadas para os trabalhos realizados nesta tese foi
sempre feita tendo em conta resultados ja conhecidos, no &mbito de outros trabalhos
realizados no Laboratério de Biofisica Molecular, para razées que variam entre 12 e
aproximadamente 400 ferros por Dps. Os resultados obtidos para estes testes foram
encorajadores uma vez que se observaram mudangas significativas nos diferentes espectros
de UV/Visivel durante as adigbes sequenciais de reagentes, como se pode ver na Figura 4.2.
No entanto, a coalescéncia que se observa a varios comprimentos de onda importantes para
identificar as diferentes espécies formadas no ensaio (tal como a inexisténcia significativa de
espectro para o produto final da reacgao) nao permite estabelecer em rigor uma relagéo de
causa-efeito concreta e fiavel que nos permita identificar o NADH como doador inicial de
eletrbes e ferro ferroso como produto final desta reacgao. Permitiu, no entanto, estabelecer
um conjunto de parametros experimentais que possibilitaram o planeamento de uma
experiéncia em tudo semelhante mas desta vez executada em anaerobiose (camara
anaerobia pO, < 4 ppm) e monitorizando a transferéncia electrénica por espectroscopia de

Mossbauer.

A utilizagdo da espectroscopia de Mdssbauer é particularmente adequada a sistema
biolégicos que contém ferro. Esta espectroscopia utiliza uma fonte de *Co para possibilitar a
absorgao ressonante de energia por nucleos de "Fe presentes na nossa amostra. Essa
absorgao promove a transicao do estado fundamental do nucleo de *Fe (momento angular
nuclear, | = 1/2) para o estado excitado (I = 3/2). Estes estados de momento angular sao
efectivamente influenciados por trés efeitos devidos ao ambiente electronico criado por
atomos na vizinhanga do idao ferro (uma interaccdo monopolar eléctrica, interacgéo
quadrupolar eléctrica e interacgao dipolar magnética). Tendo em conta que o ambiente na
vizinhanga do nucleo de *"Fe sera caracteristico do numero de electrdes 3d e da densidade
de carga dos electrées, quer do ferro quer dos seus ligandos, a mudang¢a no estado de
oxidagado do atomo de *’Fe bem como no seu numero e tipo de coordenagao faz com que
seja, normalmente, possivel identificar e distinguir espécies de ferro que se formam ao longo
da reacgdo biolégica a monitorizar. E importante realcar que nesta espectroscopia nédo
existem espécies de ferro silenciosas, que nenhum sistema é demasiado grande ou
pequeno, e que é relativamente simples acoplar a utilizagdo desta espectroscopia a
metodologias cinéticas. Em relagdo a este ultimo ponto a monitorizagdo cinética torna-se
possivel através da utilizacdo de tempos de incubagdao bem estabelecidos (com gama de
tempo entre dezenas de mm/s a horas ou dias de incubagao) e posterior congelagdo da

amostra por forma a parar a reacgao biolégica em estudo.
A experiéncia cinética desenhada, no caso dos trabalhos desta Tese, permitiu

verificar, pela primeira vez, que na presenga dos trés componentes (NADH, flavoproteina

3073 reduzida e Dps core 144Fe) existe redugédo e libertagdo de ides ferrosos do ferro
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previamente incorporado na Dps. Na auséncia do doador electrénico (NADH) ou do parceiro
redox (flavoproteina 3073) ndo se verifica qualquer redugao permanecendo o ferro no seu
interior da cavidade proteica. Mais interessante € a observagao efectuada que o processo de
libertacdo obedece a uma cinética de primeira ordem para a qual o core férrico é
directamente transformado no produto ferroso, ndo sendo possivel detectar qualquer espécie
intermediaria. Este processo ocorre com uma constante cinética de primeira ordem (k), cujo
valor ¢ 0,011 min™, configurando assim um processo substancialmente mais lento que o
processo de incorporagao do ferro quando o co-substrato utilizado é perdxido de hidrogénio
(k=7 3'1), mas nao aquando da utilizagdo de oxigénio (k = 0,015 min'1)73.

A verificagdo de que o produto final é libertado ou é tornado acessivel aquando da
reducao foi efectuada através de um agente quelante simples (o-fenantrolina) que permitiu
perceber que todo o ferro libertado estava acessivel devido a formagdo do complexo ternario
Fe-Orto. Foi ainda possivel estabelecer que a proteina apods libertagédo do ferro incorporado
fica novamente disponivel para dar inicio a um novo ciclo de incorporagédo. Este processo
encontra-se esquematizado na Figura 4.10 e é bem revelador da possibilidade da Dps n&o
estar apenas limitada a utilizagdo de um mecanismo de incorporagdo de ferro para a
proteccdo contra ROS, mas também de participar de um mais complexo mecanismo de
regulacdo/resposta a estes agentes toxicos. O facto de ser possivel a uma ou mais
moléculas efectuarem varios ciclos de incorporagao/desincorporagao permite que cumpram
diferentes fungdes em diferentes alturas metabdlicas adequando-se assim a um papel

regulador do metabolismo.

Perante os resultados obtidos impde-se perspectivar as opgdes de trabalho futuras.
Em primeiro lugar é importante realgar que serdo sempre necessarios mais ensaios cinéticos
por forma a determinar inequivocamente a ordem da reacgdo bem como o valor da
verdadeira constante de primeira ordem do processo estudado. Tal, pode simplesmente ser
feito por variagao da concentragao relativa da flavoproteina 3073 vs Dps, mantendo-se um
excesso do dador electréonico inicia, o NADH. Apesar de ser um processo
experimentalmente exequivel e para o qual ndo se espera qualquer dificuldade experimental,
trata-se de uma situagao bastante onerosa do ponto de vista de tempo e também de custo
financeiro. Para tal bastara dizer que seriam necessarios entre 30 a 50 mg de Dps, ca. 2 g de
flavoproteina 3073 e, aproximadamente, 10 meses de aquisigao de espectros de Mdssbauer
para completar um conjunto de dados passivel de ser analisado. Assim, dever-se-a desenhar
um processo experimental mais simples que nos permita obter um conjunto de dados mais
reduzido mas igualmente valido para possibilitar a estimativa dos parametros cinéticos
supracitados.

A adicionar a variagdo descrita poderia também ser estudado a influéncia do
tamanho do core férrico na velocidade de libertagao do ferro. Seria interessante perceber se
cores de menores dimensdes teriam velocidades de libertagdo maiores ou mais pequenas.

Este mesmo racional podera ser aplicado a cores de maiores dimensdes, sabendo que a
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Dps consegue formar cores férricos de dimensdes variaveis entre 24 e aproximadamente
500 ferros por molécula.

Ainda que tenha sido estabelecido inequivocamente que a flavoproteina 3073
funciona como parceiro redox da Dps no processo de libertagdo do ferro ndo podemos
descartar a possibilidade de outros sistemas/cadeias de transferéncia electronica o possam
também fazer. Para avaliar desta possibilidade devera ser desenvolvido um processo de
screening de possiveis dadores electronicos, em que proteinas de transferéncia electronica
tal como rubredoxinas, ferredoxinas e proteinas hémicas sao incubadas, anaerobiamente e
na sua forma reduzida, com Dps com core férrico analisando posteriormente essas amostras
para a existéncia de ferroso se possivel através da espectroscopia de Mdssbauer. Para
qualquer resposta positiva teriam necessariamente de ser repetidos os estudos cinéticos
descritos neste manuscrito, podendo-se assim determinar qual ou quais os dadores
electronicos que seriam mais eficientes e portanto, de alguma forma, metabolicamente mais
favoraveis.

Numa perspectiva mais abrangente e tendo em conta outros trabalhos realizados no
Laboratério de Biofisica Molecular podemos pensar em utilizar as metodologias
desenvolvidas nesta tese para:

— estudar a libertagcdo de ides metalicos em cores de o&xidos
heterometalicos, cujo impacto pode ser interessante do ponto de vista de
tolerancia a altas concentragdes de outros metais que nao o ferro;

— tentar a co-cristalizagdo da flavoproteina 3073 com Dps para
caracterizagdo do complexo de transferéncia electronica ou
alternativamente a determinagdo da estrutura da flavoproteina 3073 e
modelagao do complexo através de metodologias computacionais;

— tentar utilizar a flavoproteina 3073 ou o seu cofactor em solugéo para

proceder a redugao de estruturas cristalinas de Dps com core.
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7 Anexos

7.1 Amplificagdo dos genes MARHY3073 e

Marinobacter hydrocarbonoclasticus por PCR

MARHY2375 de

Antes de se efectuar a reacgdo de PCR é necessario efectuar-se dois passos

importantes, ou seja, € necessario obter o DNA gendmico usado como molde para a DNA

polimerase e desenhar e sintetizar os primers necessarios.

Obtencao do DNA gendmico

1. Mergulhar, repetidas vezes, um palito com vérias colonias de Marinobacter

hydrocarbonoclasticus num tubo eppendorf com 50 pyL de H,O Milli-Q

autoclavada e ferver o tubo durante 5 minutos;

2. Centrifugar a 8 000 rpm durante 5 minutos;

3. Recolher e reservar o sobrenadante. Manter a 4 °C.

Design dos primers

1. Recorrendo a software apropriado (BLAST) escolher quais as sequéncias de

nucleéticos mais apropriadas complementares a extremidades das duas cadeias

dos genes que se pretendem amplificar;

Desenhar os primers, forward e reverse,a utilizar;

3. Antes da utilizagdo, efectuar uma diluigdo numa razéo 1:10 (os primers foram

sintetizados pela STAB VIDA, Portugal).

A composigao da reacgado de PCR ¢é apresentada na Tabela 7-1.

Tabela 7-1 Composigéo da reacgdo de PCR, num volume total de 50 pL.

Reagentes Concentragdo Ensaio Controlo Negativo
(Concentracao do stock) final (nL) (nL)
Tampao 10x NH,
(Tampéo Tagq polimerase) x 2515 2515
Solugéo de MgCl, 50 mM 3 mM 1.5/3 15/3
Mistura de dNTP’s 2,5 mM 200 uM 2/4 2/4
Primer Rev (10 pmol/pL) 50 pmol 5/10 5710
Primer Fwd (10 pmol/pL) 50 pmol 5/10 5710
DNA molde (DNA genémico) - 5/10 -
BioTaq polimerase (5 U/uL, Bioline) 1-1,5U 0.3/0.6 0.3/0.6
H>O Milli-Q autoclavada AtéVt=25uL 3.7 /74 8.7/17.4
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As condi¢cbes da PCR utilizadas (Tabela 7-2) foram as mesmas para as proteinas
3073 e 2375, com excepcado da temperatura de hibridagdo, que varia de acordo com a

temperatura de fusdo (Ty) de cada um dos primers utilizados.

Tabela 7-2 Condi¢des da reacgédo de PCR.

Ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacgéo inicial da cadeia 94 5 min
Desnaturacao da cadeia 94 60 seg
Hibridagao
3073 62 80 seg Repetir 29x
2375 67
Extens&o da cadeia 72 90 seg
Extenséo final 72 5 min
Fim da reacgao 4 -
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7.2 Mapa de restricao dos genes MARHY3073 e MARHY2375

199 aa
11 1 1 1 1 L 1 L 1 1 | 1 600
I | [ I I [ O O O A [ [ Il
BaeGI xmnl *Sgral HpyCH4VY
*¥BspEI Bhsl Bsgl
*BstUI Bpulol #Bsanl
Bspl2del Ddel #Pmll
BbvCI BtsIMutl
BspCNI TepRI
¥Agel BmrI
¥BsiVI Beel
*¥Fsel ¥Hpyle61I
SfaNl EcoRI
Kpnl *BseYI
*¥Acceh] *MspAll
¥Hpu991I
¥Bg11
¥Ncil
Baml

Figura 7.1 Mapa do gene MARHY 3073 com enzimas de restricao utilizando o sofftware NEBcutter V2.0

201 aa
11 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L L 606
(N [ I | I ] | [ (NI I
Mboll BciVvI Sml Bsgl Hpyl33I *HpyAY
TFil BpuEl *¥P1luTI Rsal #Stul
Hinfl Styl *Sfol Cvil EcoNI
NmeAIIl Ncol ¥BsaHI Msll Tspd5I
¥BsiEl Btgl ¥Narl Ddel
¥Dpnl xeml ¥Kasl ALwNI
#WopnIl tFokI Eco0109]
+BfuCI BanIl BspCNI
¥#Mbol BtsCI *Agel
¥Sau3Al
Beel
BsplI
Earl *BcoDI
Sapl *Bsal
sfel *BsmAl
BsiHKAI

*¥BssHII

Figura 7.2 Mapa do gene MARHY2375 com enzimas de restricao utilizando o software NEBcutter V2.0
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7.3 Hidrdlise dos vectores e purificagao dos produtos da hidrélise

Os DNA plasmidicos, vectores pNZY28—3073 e pNZY28—2375 e vector de sobre-
expressao pET-21c, foram purificados usando o Kit NZYMiniprep (NZYTech).

A hidrdlise foi efectuada utilizando-se as enzimas de restricdo especificas, Sal | (10
U/uL, NZYTech) e Nde | (10 U/uL, NZYTech), estando assim dividida em duas partes: uma

primeira reacgao efectuada com a enzima Sal | e uma segunda reacgdo com a enzima Nde |.

Para a primeira reacgdo de hidrélise a mistura, com volume total de 40 pL, descrita
na Tabela 7-3, foi incubada a 37 °C durante 2 horas, tempo ao fim do qual se efectuou a
verificagdo da hidrélise com a primeira enzima de restricdo por electroforese em gel de
agarose. Seguidamente, adicionou-se 2 pyL de Nde | e incubou-se a 37 °C durante 2 horas,

verificando-se novamente a hidrdlise.

As verificagbes dos vectores hidrolisados foram efectuadas por electroforese em gel

de agarose 0,8% e 1% em tampéao TAE.

Tabela 7-3 Composigéo da reacgao de hidrélise dos vectores com a enzima de restrigdo Sal I.

Componente Volume (pL)
pNZY28—3073 pNZY28—2375 pET-21c
(503,7 ng/pL) (521,2 ng/pL) (93 ng/pL)
pDNA 3,90 3,80 20
10x Tampao da
4 4 4
enzima
Sall (10 U/uL) 2 2 2
H,0 Milli-Q 30,1 30,2 14
Volume total (uL) 40

Apos hidrdlise dupla dos fragmentos de DNA que contém os genes MARHY3073 e
MARHY2375 e linearizacdo do vector pET-21c (Novagen) procedeu-se a purificacdo destes
utilizando-se o E-Gel® CloneWellTM Extraction System da InvitrogenGS. Esta purificagcéo
consiste numa electroforese realizada numa cassete especifica que contém um gel de
agarose 0,8% com duas fileiras de pogos, uma para a aplicagdo das amostras e outra para a
recolha das bandas. O gel possui na sua constituicdo SYBR Safe que permite a visualizagdo
em tempo real, com a luz azul, da migracdo das bandas, que podem assim ser recolhidas

quando atingem os pogos indicados para esse efeito.

Depois da recolha das bandas realizou-se a verificagdo da purificagdo por
electroforese em gel de agarose 0,8% em TAE, com posterior quantificagdo de cada um dos

fragmentos obtidos tal como descrito na Anexo 7.9.
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7.4 Transformacao de células competentes E. coli NZY5a e E. coli
BL21(DE3)

Protoloco da transformagao fornecido pela NZYTech™

1. Descongelar as células competentes em gelo;

2. Aliquotar as células em trés tubos de 1,5 mL, dois com volume de 30 pL
(controlos) e um com 50 pL (transformacéo);

3. Adicionar a cada um dos tubos o DNA pretendido para a transformacao, de

acordo com a Tabela 7-4, e agitar suavemente;

Tabela 7-4 Volumes de plasmideo utilizados na transformagéo de células E. coli NZY5a.

Transformangado | Controlo positivo | Controlo negativo

Plasmideo 5uL - -
pNZY28 - 1L -

4. Incubar em gelo durante 30 minutos;
Sujeitar as células a um choque térmico durante 40 segundos num banho a 42
°C;
Colocar no gelo durante 2 minutos;
Adicionar 900 uL de meio LB a cada reacgao e incubar a 225 rpm, durante 1h a
37 °C;

8. Plaquear, em placas com meio de cultura LB-Agar contendo 100 pg/mL de
ampicilina, trés volumes diferentes das células transformadas (tais como 50, 100
e 200 pL). Para os controlos, positivo e negativo, plaquear somente um volume
(como 100 pL);

9. Incubar as placas durante a noite a 37 °C.
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7.5 Sequenciagao do DNA — Alinhamento das sequéncias obtidas dos
vectores pET-21c—3073 e pET-21¢c—2375 com a sequéncia de

aminoacidos das proteinas 3073 e 2375.

Alinhamento efectuado pelo software CLC Sequence Viewer 6.

Mh_Flavoproteina 3073 = — = === — = = = = - —m m — o e e o oo oo o — oo
Flavoproteina 3073_1 PQGMMHAR
RQ QPHEWRR*CR

Flavoproteina 3073_2 GHG
Conservado  _—[omrcrres comereeall OOOOOOOOAN  OOOOOOOO0 Of OOACO000 OOOO0O0E - 06
120 140
| |
Mh_Flavoproteina 3073 - --------- MAKNE VENN¥SVNGHE ETMANTWAEG ARGNMNGABNM 35
Flavoproteina 3073_1 SRSREBNTTH SMMGH ETMANTNAEG
Flavoproteina 3073_2 SRSREMNTTH MRGHEVSG:QE PSRNN l ¥svN¥GHE ETMANTNAEG
Conservado  |NOOOONANNN OOOMOOMN 00 OOCOOO0R O HHHHH\ [T T T T T
160 180 200

| |
HE GTPTREGNMA GQVRTEEBQT GGEWAEGKEH 105

I

Mh_Flavoproteina 3073 W PETMAB EAEENAGGKA BQGAPNABPK EEABNBAN
Flavoproteina 3073_1 b E NAGGKA BQGAPVABPK

Flavoproteina 3073_2 M PETMAB EAEENAGGKA BQGAPNABPK EEABNBANNE

Ba K
Conservado [T T TTTTITT T T T T T T T T T
220 240 260 280

| |

M NGGTPMGAST WAGGBGSRQP 175
Flavoproteina 3073_1 GK| NGGTPNMGAST WAGGBGSRQP 280
Flavoproteina 3073_2 GKMGSMETST GTGGGQEQTHN TSEWTTEAHH GMY NGGTPNMGAST WAGGBGSRQP 265

lIsE
Conservado [T T T T T T T T T T
300 320

Mh_Flavoproteina 3073 GK|

Mh_Flavoproteina 3073 S[El
Flavoproteina 3073_1 S[E
Flavoproteina 3073_2 S[E WARE EHV 1] EA AAEEHHHHHH *BPAANK

Conservado  [TTTTTTTTTT MMAMTTTTITT TTTTT ooonn OA0OAOAOON  OOAOO0000

Figura 7.3 Alinhamento das sequéncias obtidas do vector pET-21c—3073 com a sequéncia de

aminoacidos da proteina 3073.

Mh_Flavoproteina 2375 ----------
Flavoproteina 2375_1 GPRGEPP

N R PHR 1]

Flavoproteina 2375_2 RATGEPP¥PR RNKRS *ARSG EPBEPHR*CR R¥RRQQPHEW RR*CRPRCVR RRGSRSRSRE MNTTHNRGHN 70
Conservado o MAAAANN OAMMN OAON OAOOCOOR 00 AOOOAOOO0A6- O OOOO0A0 COOOAAAAA0- OORAOO6660
100 120 140

1
Mh_Flavoproteina 2375 ---------- RTMPPNSPBT 50
Flavoproteina 2375_1 SG *QEPSRNN RTUPPUSPBT 140

Flavoproteina 2375_2 SG*QEPSRNN RNGQTA EMATQNGRGN RTMPPNMSPBT 140
Conservado |00 Onoomon 0o 0 oooon T \HHHHHH\HHH [T \HHHHHH\HHH [T
160

|
Mh_Flavoproteina 2375 AASEPPNMPBA GAPNMATKABE AECAGEAMGS PTllGNMAAP
Flavoproteina 2375_1 AASEPPNMPBA GAPNMATKABE AECAGEAMGS PTREGNMAAP
Flavoproteina 2375_2 AASEPPMPBA GAPMATKABE AECAGEAMGS PTREGNMAAP [

Conservado [T T T T T T T T T, T T T
220 240 260 280

| | ! .
Mh_Flavoproteina 2375 [BHGGQETTEE TMMMPEEHHG MUECGEPNSE SAENETATGG TPHGPSHWAG TGEQQAESDH ERTECQAEGE 190
Flavoproteina 2375_1 BEHGGQETTEE
Flavoproteina 2375_2 BHGGQETTEE
Conservado [T

Mh_Flavoproteina 2375
Flavoproteina 2375_1
Flavoproteina 2375_2 EAAAE EHHHHHH*BP AANKA

Conservado [T TTTITIT [T ormoonon 0ooonnn Of Oiiiihe

Figura 7.4 Alinhamento das sequéncias obtidas do vector pET-21c—2375 com a sequéncia de

aminoacidos da proteina 2375.
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7.6 Electroforese em gel de agarose para analise do DNA

Assim, foram utilizados geis de agarose de 0,8% e de 1% em tamp&o TAE 1x (40 mM
Tris, 20 mM acetato, pH = 8,0, 1 mM EDTA.

Para se preparar este gel, a agarose (NZYTech) é dissolvida num volume apropriado
de tampao TAE e colocada para solidificar num suporte apropriado, com prévia colocacao de
um pente que permite a formagéo dos pogos para aplicagdo das amostras. Em seguida, o gel
€ colocado numa tina de electroforese (Horizon® 11-14, Life Technologies ou MSMini e

MSMidi, Cleaver) e coberto com tampao TAE.

As amostras de DNA, previamente preparadas com tampéao de amostra (BlueJuice™,
Invitrogen), sdo colocadas nos pogos do gel e um campo eléctrico é aplicado. As moléculas
migram ao longo do gel de acordo com o seu tamanho; as que tém o mesmo tamanho
migram em conjunto e formam-se as bandas e as de menor peso molecular migram mais

rapida e facilmente.

A electroforese é efectuada a 80 V (fonte de tenséo Electrophoresis Power Supply -

301, GE Healthcare) durante, normalmente, 1 hora e 30 minutos, tempo ao fim do qual é
necessario retirar o gel da tina e coloca-lo para corar numa solugdo de SYBR Safe
(Invitrogen), durante 30-45 minutos. Apds estar corado, o gel é colocado sobre um
transiluminador (Safe Imager™, Invitrogen) para que se possam visualizar as bandas

formadas e fotografado com a maquina Gel Logic 100, Imaging System (Kodak).

SIZE (bp) ng/BAND

10000 100
7500 75
6000 60
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20
1400 14

Figura 7.5 Marcador de pesos moleculares NZYDNA Ladder I, NZYTech™. 5 uL de marcador
aplicados num gel 1% de agarose em tampé&o TAE 1x.
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Os marcadores de pesos moleculares utilizados foram o NZYDNA Ladder Il e o
NZYDNA Ladder lll (NZYTech), que apresentam perfis electroforéticos aqui representados
nas Figura 7.5 e Figura 7.6.

SIZE (bp) ng/BAND

10000 100
7500 75
6000 60
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20
1400 14
1000 100

00

600 60
400 40
200 20

Figura 7.6 Marcador de pesos moleculares NZYDNA Ladder Ill, NZYTech’®. 5 uL de marcador
aplicados num gel 1% de agarose em tampé&o TAE 1x.

7.7 Electroforese em gel de poliacrilamida em condigoes
desnaturantes (SDS-PAGE)

Foi utilizada a electroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE) para a verificagdo da produgéo das proteinas 3073 e 2375 durante os testes de
sobre-expresséo, bem como para a verificagdo posterior ao longo da produgéo e purificagao
destas e da Dps WT, também utilizada.

Foram preparados e utilizados geis de poliacrilamida a 12,5% e ainda geis pre-cast

(GE Healthcare) de poliacrilamida a 12%, ambos em condi¢des desnaturantes.

A electroforese SDS-PAGE aqui mencionada foi efectuada com base na técnica descrita por
Laemmli® e a polimerizagdo do geis de poliacrilamida efectuada utilizando-se os volumes tal

como descrito na Tabela 7-5.

A mistura necessaria para a formacgédo do geis foi preparada e colocada entre dois
vidros colocados em suportes, onde permaneceram até solidificar. Apds, este periodo os
vidros foram retirados e colocados em suportes apropriados, que por sua vez foram
colocados na tina de electroforese (Bio-Rad), tina essa onde foi colocado um volume
apropriado de tampado de corrida (Tampao de electroforese Tris-Glicina). Com toda a

montagem preparada procedeu-se a aplicagdo das amostras nos pogos do gel, amostras que
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foram previamente preparadas e as quais foi necessario adicionar o tamp&do de amostra
(habitualmente adiciona-se 5 pL de tamp&o de amostra a cada uma das amostras, excepto
no caso das amostras para verificagdo de producdo de proteinas em que séo adicionados 50
pL).

No caso das amostras para verificagdo da produgao das proteinas, o primeiro passo
passa pela normalizagdo das amostras a aplicar no gel de acordo com a equagao
previamente estabelecida e que indica que a quantidade em mL de amostra a ser utilizada é
determinada pela razdo entre 1,2 e o valor da densidade optica da aliquota retirada da
cultura celular (Amostra (mL) = 1,2 / ODgyp nm). Seguidamente, o volume de cultura
determinado na normalizagéo foi centrifugado a 8000 xg durante 8 minutos (centrifuga Sigma
1-14, Sartorius) e o pellet obtido foi ressuspendido no tampé&o de amostra.

As amostras foram ainda fervidas durante 2-3 minutos imediatamente antes da sua
aplicagdo no gel (nos testes de sobre-expressdo mesmo apds esse tempo as amostras

foram mantidas a temperatura elevada durante a aplicagdo no gel).

Efectou-se primeiramente a electroforese a 80 V, até que as amostras percorram a
regido do gel de concentragdo e quando atingindo o gel de separagdo aumentou-se para 120

V, tendo a corrida a duragdo de, aproximadamente, 1 hora e 30 minutos (fonte de tensao
Electrophoresis Power Supply - 301, GE Healthcare). No fim de realizada a electroforese, o

geis foram corados com uma solucao de Azul de Coomassie R-250 durante 20-30 minutos e
posteriormente colocados numa solugdo descorante, indicada na Tabela 7-6. Apds
descoloragéo fotografaram-se os geis com a maquina Gel Logic 100, Imaging System
(Kodak).

Os marcadores de pesos moleculares utilizados na electroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) foram o Low Molecular Weight (NZYTech)77 e o NZYColour
Protein Marker Il (NZYTech)78, com perfis electroforéticos apresentados na Figura 7.7 — A e

B, respectivamente.
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Figura 7.7 A) Marcador de massas moleculares, em kDa, Low Molecular Weight
(LMW), NZYTech. 15 pL de LMW aplicados num gel 14% SDS-PAGE. B)
Marcador de massas moleculares, em kDa, NZYColour Protein Marker Il (NZYII),
NZYTech. 5 pL de NZYII aplicados num gel 10% SDS-PAGE.



Tabela 7-5 Volumes necessarios para a preparacdo de um gel SDS-PAGE.

Gel de Concentragao

Gel de Separagao

Solugdes 5% Acrilamida 12,5% Acrilamida

Solugéo | - 0,75 mL
Solugéo 0,45 mL -

Solucgao llI 0,3 mL 2,08 mL
SDS 10% 0,018 mL 0,05 mL
H,O 0,94 mL 2,1 mL
PSA 10% 13,5 L 38 pL
TEMED 2,0 uL 2,5uL
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Tabela 7-6 Solugdes stock para a preparagéo dos geis de poliacrilamida SDS-PAGE.

Solugao Reagentes Quantidades | Observacoes
pH=8,8-9,0
Tris-Base, 2,5 M, (Sigma-Aldrich) 30349
Tampéo do gel de . ) iluir 1:2
HCI conc., (Sigma-Aldrich) Até pH = 8,8 Diluir 1:
separagao (Solugéo ) H.0 ’ antes de
2 Até 100 mL utilizar
Tris-Base, 0,5 M, (Sigma-Aldrich) 6.069
Tampao do gel de HCI conc., (Sigma-Aldrich) At pH=68 | pH=6,6-68
concentracao (Solugao
¢ao (Solugao Il H20 Até 100 mL
Acrilamida-Bisacrilamida Acrilamida-Bis (37,5:1), (Merck)
30% (37,5:1) (Solugao Ill)
SDS 10% SDS, (Sigma-Aldrich) 10g
H,O Até 100 mL
Persulfato de amonia (PSA) o ) Preparar
10% Persulfato de aménia, (Bio-Rad) 500 mg antes de
(o]
H,0 Até 5 mL utilizar
Tampéao de electroforese | Tris-Base 0,25 M, (Sigma- Aldrich) 30,3 ¢ pH =83
Tris-Glicina (Tampé&o de Glicina 1,92 M, (NZYTech) 1441 g Diluir 1:10
corrida) SDS, (Sigma-Aldrich) 1049 antes de
H20 Até 1000 mL utilizar
Solugéo I 5mL
Tampéo para as amostras SDS 10% 8 mL Volume total
de SDS-PAGE B-mercaptoetanol, (Sigma-Aldrich) 1mL de 20 mL
Glicerol, (Scharlau) 2mL
Azul bromofenol, (Riedel-de Haén) 4 mg
Azul Coomassie R-250, (Sigma- ;
Aldrich) g
Solugao Corante Azul , 15 mL
Acido acético glacial, (Merck)
Coomassie R-250 90 mL
Metanol, (Carlo Erba)
Até 200 mL
H,O
Acido acético glacial, (Merck) 75 mL
Solucao Descorante Metanol, (Carlo Erba) 450 mL
H,O Até 1000 mL
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7.8 Isolamento de DNA plasmidico

Miniprep
NZYMiniprep — Kit e protocolo fornecidos pela NZYTech®.

O isolamento dos pDNA no caso dos vectores pNZY28—3073 e pNZY28—2375 foi
efectuado de acordo com o protocolo para plasmideos High-copy-number, enquanto para os
vectores pET-21c; pET-21¢—3073 e pET-21¢c—2375 foi seguido o protocolo para
plasmideos Low-copy-number. Em ambos os casos o volume de cultura celular a utilizar é o
mesmo (5-7 mL de meio de cultura contendo 100 yg/mL de ampicilina), os protocolos diferem
apenas nos volumes utilizados no passo de lise celular, para o caso Low-copy-number o
volume das solugdes A1; A2 e A3 é o dobro do utilizado para o outro.

O protocolo descrito € o utilizado para isolamento de plasmideos High-copy-number.

1. Recolha de células:

e Centrifugar 5 mL de cultura celular a 12 000 xg durante 30 segundos, a

temperatura ambiente. Descartar o sobrenadante;
2, Lise Celular:

* Ressuspender o pellet em 250 yL de solugdo A1, utilizar o vortex até que
a suspensao fiqgue homogénea;

e Adicionar 250 pyL de solugdo A2, agitar suavemente por inversdo dos
tubos 6-8 vezes e incubar durante 4 minutos a temperatura ambiente;

e Adicionar 300 pL de solucédo A3 e agitar suavemente invertendo os tubos
6-8 vezes. Centrifugar durante 8 minutos a 11 000 xg, a temperatura
ambiente;

3. Ligacdo do DNA a coluna:

e Colocar a coluna num tubo colector de 2 mL e aplicar o sobrenadante do
passo 2;

e Centrifugar a 11 000 xg, durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Descartar o eluido;

4. Lavagem da coluna:

e  Adicionar 500 pL de solugdo AY a coluna e centrifugar a 11 000 xg,
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Descartar o eluido;

e Adicionar 600 pL de solugao A4, centrifugar a 11 000 xg durante 1 minuto
a temperatura ambiente e descartar o eluido;

5. Secagem da coluna:

* Re-inserir a coluna num novo tubo colector e centrifugar durante 2

minutos, a 11 000 xg e a temperatura ambiente;
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6. Eluicdo o pDNA:
* Colocar a coluna num tubo de 1,5 mL e adicionar 30-50 pL de solugédo AE
(o volume adicionado varia de acordo com a concentragdo final
desejada), previamente aquecida a 50 °C, e incubar durante 1 minuto a
temperatura ambiente;
* Centrifugar a 11 000 xg, durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Recolher os tubos obtidos e conservar a -20 °C.

7.9 Quantificacao do DNA plasmidico isolado

A determinagao da concentragdo do pDNA isolado pode ser efectuada por :

1. Espectroscopia de UV

Através da leitura da absorvancia da amostra, tragando-se o espectro entre 230 e
500 nm e registando o valor a 260 nm é possivel determinar a concentracdo do pDNA.
Assumindo-se que se ODygnm = 1,0 entdo a [dsDNA] = 50 ng/uL temos que:
[PDNA] (ng/puL) = (OD2g0 nm * Factor de diluicdo) x 50 ng/uL,

obtendo-se assim a quantificacdo do DNA plasmidico isolado.

2. Comparacéo da intensidade das bandas num gel de agarose 1% em TAE 1x

Para se estimar a concentracdo do DNA plasmidico é utilizada uma férmula,
apresentada a baixo, que tem como principio a comparagao da intensidade das bandas.
Assim, a concentragdo é determinada através da comparacéao entre a intensidade da banda
que se pretende quantificar e a intensidade das bandas do marcador com tamanho

semelhante a ela e de concentragdo conhecida.

(Banda do marcador com tamanho semelhante)ng Vpadrdo ulL
X

X[Marcador|ng/uL
Y. Bandas do marcador ng Vamostra uL [ orlng/u
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7.10 Purificagao das proteinas

Todas as proteinas utilizadas neste projecto (proteina 3073, 2375 e Dps) foram
purificadas em duas etapas, por cromatografia de permuta i6nica e por cromatografia de
exclusdo molecular, num Akta Prime Plus (GE Healthcare Life Sciences) de acordo com os

protocolos apresentados em seguida.

7.10.1 Cromatografia de permuta idnica

As proteinas foram purificadas, primeiramente, por cromatografia de permuta
iénica utilizando-se uma coluna cromatografica aniénica, DEAE — Sepharose fast flow de 2,6
cm de didmetro e 30 cm de altura, com um volume de 160 mL (GE Healthcare Life

Sciences).
Ao longo da purificagao as condigbes utilizadas foram mantidas, caudal de 5 mL/min
e pressao de 0,5 MPa, e os tampdes filtrados (filtro de 0,45 um) utilizados foram: tamp&o A

— 10 mM Tris-HCI pH = 7,6 e tamp&o B — 10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NacCl.

1. Preparacdo do extracto proteico bruto

e Dialisar o extracto proteico numa fita de didlise (Visking, Medicell
International Ltd) com MWCO de 12-14 kDa, durante a noite contra 10
mM Tris-HCI pH = 7,6;

* Centrifugar o extracto dialisado a 10 000 xg (centrifuga Z 36 HK, Hermle

LaborTechnik), durante 10 minutos a 8 °C;

e Filtrar com um filtro de membrana polietersulfona de 0,45 pm (VWR).

2. Preparacao da coluna

e Lavar a coluna com 480 mL H,O Milli-Q (correspondente a 3x volume de
coluna);
e Equilibrar a coluna com tampao A (passar no minimo 1,5x volume de

coluna).

3. Aplicacdo na coluna

* Injectar o extracto na coluna;

e Efectuar o passo de lavagem com tamp&o A por forma a eluir todas as
proteinas que nao adsorvem a resina;

e Eluir a proteina por aplicacdo de um gradiente de concentracéo linear
descontinuo de tamp&o B (Tabela 7-7) num total de 195 minutos, com

fraccionamento de 12 mL.
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Tabela 7-7 Gradiente de concentracao linear descontinuo de tampao B.

Tempo (min) % tampao B

0 0
30 30
190 70
195 100

4. Lavagem da coluna

e Parar a recolha das fracgdes e deixar passar tampéao B até que tudo seja
eluido da coluna;

e Fazer passagens rapidas (5 minutos) e alternadas entre tampao A e
tampéao B;

e Lavar a coluna com, aproximadamente, 320 mL H,O Milli-Q (2x volume

coluna).

Para conservar coluna até préxima utilizagdo deve-se passar cerca de 320 mL de
20% de EtOH com caudal 0,5 mL/min e presséo de 0,5 MPa e assim deixa-la preparada para
iniciar nova purificagao a partir do ponto 1 como aqui indicado.

Para determinar quais das fracgdes recolhidas continham a proteina e qual o seu
grau de pureza analisaram-se as mesmas por SDS-PAGE utilizando géis de poliacrilamida
de 12,5% a 80/120 V durante 1 hora e 30 minutos, tal como descrito na Anexo 7.7, tendo
como referéncia o marcador de pesos moleculares Low Molecular Weight (NZYTech)
apresentado na Figura 7.7.

Depois de se juntarem todas as fracgdes que continham proteina, estas foram

concentradas numa célula de ultrafiltracado e prosseguiu-se para a nova etapa de purificagéo.
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7.10.2 Cromatografia de exclusao molecular

Apds termos toda a proteina concentrada passou-se ao segundo passo da

purificacdo por cromatografia de exclusdao molecular onde se utilizou uma coluna

cromatografica de filtragdo em gel a Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) com limites

de exclusdo entre 10 e 600 kDa e de, aproximadamente, 83 mL.

Ao longo da purificagdo utilizou-se o tampéo 10 mM Tris-HCI pH = 7,6, 500 mM NaCl

e as condi¢des foram mantidas num caudal de 1,5 mL/min e presséo de 0,6 MPa.

1. Preparacéio da proteina

Concentrar a proteina, proveniente do primeiro passo de purificagdo
numa célula de ultrafiltragdo de volume e MWCO apropriados;

Filtrar com um filtro de membrana polietersulfona de 0,45 pm (VWR).

2. Preparacédo da coluna e do /loop

Lavar a coluna com 3x volume de coluna de H,O Milli-Q;

Equilibrar a coluna com o tampao (passar cerca de 2x volume de
coluna);

Lavar o loop a utilizar (5 mL) com 30 mL de H,O Milli-Q e 30 mL de

tampao.

3. Alicacao da proteina

Injectar a proteina no loop;
No sistema, trocar a posi¢édo de load para inject para que a proteina seja
aplicada na coluna;

Eluir a proteina com o tampéao, e recolher com franccionamento de 2 mL.

4. Lavagem da coluna e loop

Parar a recolha das fracgoes

Passar tampao na coluna, cerca de 1,5x volume de coluna;

No sistema, trocar a posicéo de inject para load e proceder a lavagem do
loop com 30 mL de H,O Milli-Q;

Lavar a coluna com H,O Milli-Q, aproximadamente, 3x volume de

coluna.

Para conservar coluna até proxima utilizacdo deve-se passar cerca de 3x volume da
coluna de 20% de EtOH com caudal 0,5 mL/min e pressdo de 0,6 MPa e assim deixa-la
preparada para iniciar nova purificagéo, a partir do ponto 1 acima descrito.
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7.11

Quantificagao da proteina

A concentragdo das proteinas foi determinada recorrendo a trés métodos diferentes

e em diferentes momentos deste projecto.

7.11.1 Espectroscopia de UV/Visivel — Lei de Lambert-Beer

Sabendo-se que o valor de absorvincia de uma amostra a determinado

comprimento de onda é directamente proporcional a sua concentragao € possivel, pela Lei

de Lambert-Beer

A=egxbxc

quantificar a proteina presente em solugéo.

Utilizando-se este método deve-se ter em conta que é necessario que se conhega,

previamente, o valor do ¢ (coeficiente de extingdo molar) da substancia ao comprimento de

onda medido, no caso das proteinas em estudo temos de conhecer 0 €59 nm.

7.11.2 Método do BCA

Para se proceder a determinagdo da concentragdo pelo método do BCA (Acido

bicinconinico), tal como descrito em seguida, foi utilizado o Kit Bicinchoninic Acid Assay da

Sigma-Aldrich. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicado e a proteina padréo utilizada
foi a BSA 1 mg/mL (Sigma-Aldrich).

O método colorimétrico do BCA é baseado na interacgdo do ido Ccu* com as

proteinas, que em meio alcalino conduz a produgao do ido cu e a formagdo de um

complexo com o BCA, complexo esse que absorve fortemente a 562 nm.

Preparar, em tubos, varias diluicdes da proteina padrdo, num volume total de
100 pL, obtendo-se diferentes concentragdes entre 0 e 1 mg/mL. Em simultaneo
preparam-se também diluicbes da amostra que se pretende quantificar;
Adicionar, a cada um dos tubos, 1 mL de solugdo (Solugao BCA + Solugéo de
Cobre, 50:1) e incubar, durante 30 minutos a 37 °C;

Apos o tempo de incubagédo deve-se aguardar que atinja a temperatura ambiente
e medir o valor de absorvancia de cada um dos tubos a 562 nm
(espectrofotometro Evolution 300, Thermo Scientific);

Tragar uma recta de calibragdo tendo em conta os valores lidos para o padréo e
recorrendo a equagao da recta determinada o valor da concentragao da amostra

analisada.

Nota: Subtrair aos valores medidos para os diferentes tubos o valor de absorvancia medido para o

branco.
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7.12 Quantificagao de solugao de ferro

O método colorimétrico utilizado para a quantificagdo de ferro da solugao utilizada de
cloreto ferroso tetrahidratado (FeCl,-4H,0, pH=3,0) é efectuado com base no método da
1,10-fenantrolina.

Este método baseia-se na utilizagdo de um ligando bidentado (1,10-fenantrolina) que
forma um complexo estavel com o ido ferroso (Fe2+) presente em solugao, complexo este
que possui uma cor intensa vermelho-alaranjado, com coeficiente de extingdo molar

caracteristico a 510 nm (€510 nm) de valor igual a 11,2 mM™'em™.

Na Tabela 7-8 é possivel observar as solugbes e volumes utilizados para a
determinagdo da concentragdo da solugdo de ferro, tanto para o padrdo como para a
amostra de ferro a quantificar. Para padrdo e amostra foram efectuados triplicados e a recta

de calibragéo construida, tipica para este método, encontra-se representada na Figura 7.8.

Tabela 7-8 Solugdes e respectivos volumes utilizados no método colorimétrico para a determinagéo da

concentracao de ferro.

Tubos (mL)

Reagentes Padrao Amostra
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Ferro padrao, 0,01 mg/mL

0 02 04 08 12 15 201]0,05 0,1 0,2

(FeCl,-4H,0, Fluka)

H.O 25 23 214 17 13 1 051245 24 23

Misturar (Vortex)

10% hidrocloreto de hidroxilamina

(Sigma-Aldrich)

Misturar (Vortex)

0,3% 1,10-fenantrolina (Panreac) 04 04 04 04 04 04 04104 0,4 0,4

Misturar (Vortex) e esperar 10 minutos

04 04 04 04 04 04 04]04 0,4 0,4

H.O 17 1,7 17 17 1,7 1,7 1,7} 17 1,7 1,7

Medir absorvancia a 510 nm
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0,8
0,7
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0 001 002 003 004 005 006 007 0,08
Concentracac de Ferro (mM)

Figura 7.8 Recta de calibragdo do ferro padrao utilizada para a determinagao do valor da concentragédo do
ferro na amostra de FeCl,-4H>O. A equagdo da recta apresentada é: Abs = 11,68x[Fe], com coeficiente de
correlagéo de R? = 0,99983.
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7.13 Meios de cultura

7.13.1 LB e LB-Agar

O meio LB (Luria-Bertani) € um meio nutricionalmente rico e normalmente bastante

utilizado na propagacdo e manutengao de linhagens recombinantes de E. coli.

O meio de cultura LB (Triptona — 10 g/L; Extracto de levedura — 5 g/L e NaCL — 10
g/L, NZYTech) foi preparado dissolvendo-se em agua destilada (25 g de LB em 1 L de
ddH,0), tendo sido posteriormente autoclavado (Labo Autoclave, Sanyo) a 121 °C durante
20 minutos. Ja autoclavada foi necessario deixar a solugao arrefecer antes de se efectuar a
adicdo do antibiético, que foi adicionado ao meio imediatamente antes da utilizagdo do

mesmo.

No caso do meio de cultura LB-Agar (Triptona — 10 g/L; Extracto de levedura — 5
g/L; NaCL — 10 g/L e Agar — 12 g/L, NZYTech) o procedimento foi o mesmo, dissolveu-se
em agua destilada (37 g de LB Agar em 1 L de ddH,0) autoclavou-se a 121 °C durante 20
minutos e deixou-se arrefecer até se adicionar o antibidtico. Seguidamente o meio é

distribuido por placas de Petri estéreis e quando totalmente frio solidifica.

7.13.2 Meio 2xYT

O meio 2xYT (Extracto de Levedura Triptona) € um meio nutricionalmente rico
desenvolvido para o crescimento de linhagens recombinantes de E. coli. Neste meio a
bactéria desenvolve-se melhor devido ao facto deste possuir na sua composigao,
aminoacidos; precursores de nucleétidos; vitaminas; entre outros metabolitos essenciais para

o crescimento e desenvolvimento da célula.

Para a preparagéo deste meio foi necessario dissolver cada um dos reagentes que o
constituem em agua destilada, tal como apresentado na Tabela 7-9. A solugéo preparada foi
entdo autoclave a 121 °C durante 20 minutos e deixou-se arrefecer até se adicionar o

antibidtico, adicao que é feita apenas momentos antes de se utilizar o meio.

Tabela 7-9 Composicao de1 L de meio 2xYT

Reagentes Quantidade (g/L)
Triptona (VWR) 20
NaCl (LabChem) 20
Extracto de Levedura (VWR) 10
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7.14 Mapa do vector de sobre-expressao pET-21c da Novagen

Ava 1(158)
Xho 1{158)
Not 1(166)
Eag 1(166)
Hind 111(173)
Sal 1(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1{198)

Nhe [(231)

Nde 1(238)

Xba 1(276)

Bgl 11(342)

SgrA 1(383)
Sph 1(539)

Sty 1(57)
Bpu1102 1(80)

Dra Il1(5201)

EcoN 1{599)
PIM 1(646)
ApaB [(748)

Sca 1(4538)
Pvu 1{4428) Miu I(1064)
Pst 1(4303) Bcl 1(1078)
BStE 11(1245)
Bmg 1(1273)
Bsa (4119 Apa 1(1275)
pET-21a(+)
BssHII(1475)

(5443bp)

Eam1105 l(4058)
EcoR V(1514)

Hpa I(1570)

AIWN 1(3581) PshA [(1909)

PpUM 1(2171)
Psp5 11(2171)
BspLU11 1(3165) Bpu10 1(2271)
Sap 1(3049)
Bst1107 1(2936) BspG 1(2691)
Tth111 1(2910)

T7 promoter primer #69348-»3
Bglll T7 promoter lac op Yo rbs
1o Ea Aval .
Noo| Nhel  T7-Tag ' BamH| EcoR| Sac|  Sall Hindlll Notl  Xhol His Tag
Neol
Bpul102| T7 termi

T7 terminator primer #69337-3

pET-21a-d(+) cloning/expression region

Figura 7.9 Mapa de vector de sobre-expressdo pET-21c (+) da Novagen’®.
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7.15 Espectro UV/Visivel do FMN

Abs
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Figura 7.10 Espectro UV/Visivel de uma solugdo 20mM do cofactor FMN
(AppliChem) preparada em tampao 10 mM Tris-HCI, pH = 7,6.

7.16 Incorporacao de ferro na Dps

A incorporagao de ferro na proteina Dps foi realizada com base no protocolo,

desenvolvido anteriormente pelo Grupo de Biofisica Molecular, descrito seguidamente e

representado esquematicamente na Figura 7.11.

A proteina Dps foi incorporada com o ferro em tamp&o 200 mM MOPS pH = 7, 200

mM NaCl, e o oxigénio como oxidante.

1.

Estabelecer razédo entre a concentragdo de Dps e de ferro a incorporar (Dps :

nFe, sendo n o numero de ferros a incorporar na proteina);

Preparar a amostra de proteina com a concentragao pretendida;

Preparar a solugéo de ferro a utilizar (Fey(SO,)3), quantificando-a de acordo com

o protocolo apresentado no Anexo 7.12;
Parcelar o volume total de ferro a adicionar a proteina e realizar pequenas
adicdes sucessivas deste. Incubar a mistura durante 5 minutos, a temperatura

ambiente, entre cada adicao;

Saturar a amostra com oxigénio e conservar a 4 °C. Repetir a saturagdo com O,

ao longo de 4 dias, 2 vezes por dia.
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Dps em
200 mM MOPS pH =7,0
| 200 mM NaCl

+ x Fe, incubar 5 min entre adigées, RT

Dps + x Fe em
200 mM MOPS pH =7,0
/ 200 mM NaCl
J

Saturar amostra com oxidante (O,)
4 dias, 2x/dia
Conservar sempre a 4 °C durante o processo

Figura 7.11 Representagcdo esquematica do
processo de incorporacao de ferro na Dps.

Ao fim dos 4 dias, utilizar a Dps com ferro incorporado (Dps core Fe) ou conservar a

-20 °C até ser utilizada.
7.17 Espectroscopia de Mdssbauer

Resultados
* Parametros de Mossbauer obtidos

Tabela 7-10 Paradmetros de Mdssbauer obtidos, sem campo magnético aplicado a 80 K, para a
proteina Dps core férrico; para o produto ferroso obtido; para o complexo ferro-ortofenantrolina
(controlo) e complexo produto ferroso + ortofenantrolina. Valor apresentado entre paréntesis

corresponde ao erro associado ao ultimo decimal.

Amostras
Parametros
a Core Produto . Produto Ferroso
80 K Férrico Ferroso Complexo Ferro- ‘j"; +

(Fe*) (Fe*") Ortofenantrolina | ~ s Ortofenantrolina

AEq (mm/s) | 0,663 (6) 3,144 (4) 0,245 (2) 0,254 (4)

6 (mm/s) 0,467 (5) 1,319 (5) 0,408 (4) 0,407 (3)

I (mm/s) 0,500 (5) 0,433 (6) 0,276 (6) 0,361 (4)
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* Resultados da cinética — Conversao ferro férrico em ferro ferroso

Tabela 7-11 Diferentes percentagens de ferro obtidas ao longo do estudo da cinética da reaccéo de

oxidagao-redugéo.

Tempo (min)

Ferroso (Fe®") Férrico (Fe®")

% Ferro

>

(Controlo)

ZE=ErX«e-—-—ITO0OMMmMOoUoOw

0e414,3

4,3
14,3
24,3
34,3
44,3
54,3
64,3
84,3
104,3
134,3
174,3
2343
414,3

0

9,4
21,0
25,0
34,4
42,0
48,0
56,0
66,0
70,0
81,0
88,0
91,0
100,0

100

90,6
79,0
75,0
65,6
58,0
52,0
44,0
34,0
30,0
19,0
12,0

9,0

0,0
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* Espectro — Controlo Complexo Ferro-Ortofenantrolina
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Figura 7.12 Espectro de Mdssbauer adquirido a temperatura alta (80
K) para a amostra controlo do complexo Ferro-Ortofenantrolina.
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