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Objetivos

A elaboragdo deste trabalho teve como objetivo principal, elucidar possiveis vias para a
destoxificacdo do organismo C. difficile no processo de alojamento e infecdo no colon intestinal dos
hospedeiros.

A incidéncia e a severidade da infegdo por Clostridium difficile tém vindo a aumentar ao longo
dos Gltimos anos, em meio hospital por todo 0 mundo, constituindo um grave problema de satde publica
acarretando um acréscimo do periodo de hospitalizacdo bem como o aumento dos custos para 0s
sistemas nacionais de saude.

Desse modo, recorreu-se ao genoma da estripe P28 do patogénico em estudo, de modo a se
encontrar enzimas que participam no stress oxidativo e nitrosativo. Tendo-se encontrado uma proteina
flavodiférrica da classe A (FDP), que pertence a uma familia de proteinas que participam na
metabolizagcdo de substratos, como oxigénio e dxido nitrico, bem como outras proteinas como
NAD(P)H: rubredoxina oxidoredutase (HMW-Rd) e rubredoxina podendo funcionar como possiveis
parceiros de reducdo da FDP.

As proteinas descritas anteriormente foram clonadas em E.coli BL21(DE3)GOLD, tendo sido
realizado a caracterizacdo bioguimica e a possivel interacdo entre as diferentes proteinas como intuito
da reducdo do FDP para uma possivel metabolizacdo dos substratos.



Resumo da dissertacao

As proteinas flavodiférricas (FDP’s) sdo uma familia de enzimas que estdo associadas a
processos de destoxificacdo de oxigénio e/ou espécies reativas de azoto (RNS), por esse motivo
pretendeu-se com este trabalho compreender o papel de uma proteina flavodiférrica de classe A presente
no genoma do organismo Clostridium difficile P28 no metabolismo destas espécies.

Este estudo torna-se importante pelo fato que no processo de infec¢do, o Clostridium difficile se
depara com VArios stresses entre 0s quais oxidativo (oxigénio no meio do hospedeiro) e nitrosativo,
proveniente do sistema imunitario do hospedeiro, e este enzima pode ser uma das possiveis vias para
gue o organismo possa sobreviver face a ambientes hostis.

Foi realizada a caracterizacdo bioquimica da proteina de interesse bem como dos seus possiveis
parceiros de redugdo (rubredoxina de alto peso molecular (HMW-Rd) e rubredoxina (Rd)), bem como
a avaliacdo da sua atividade especifica no metabolismo de diferentes substratos, nomeadamente
oxigénio, 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio.

Determinou-se que o enzima FDP se encontra no estado tetrdmero apresentando dois ferros e
uma flavina por proteina, tendo sido determinado um tamanho por monémero de aproximadamente
44kDa e estimou-se um potencial de reducdo da flavina de +70 mV e +30 mV apresentando uma
semiquinona vermelha.

Apos se ter obtido um mecanismo reacional para a redugdo do FDP avaliou-se a sua atividade
especifica para os diferentes substratos obtendo-se uma atividade especifica para o oxigénio de 0.43s?,
para o 6xido nitrico de 0.114 s e de 0.06 s* para o peroxido de hidrogénio.

Deste modo pode concluir-se que 0 enzima apresenta atividade para os trés substratos testados,
podendo apresentar uma contribuicao na eliminacdo do stress oxidativos e nitrosativo.

Palavras-chaves: stress oxidativo, proteina flavodiférrica, rubredoxina de alto peso
molecular, rubredoxina, C. difficile.
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Abstract

Flavodiiron proteins (FDPs) are a family of enzymes that are associated with detoxification
processes of oxygen and / or reactive nitrogen species (RNS). In this work, the role of a class A
flavodiiron protein present in the genome of the pathogenic bacterium Clostridium difficile P28 will be
studied. This study becomes important because during the infection process, Clostridium difficile faces
various stresses including oxidative and nitrosative, namely from the host's immune system. Therefore,
this enzyme may be one of the possible pathways for the bacteria to survive in hostile environments.

The biochemical characterization of the protein of interest as well as of its possible redox
partners (high molecular weight rubredoxin, HMW-Rd, and rubredoxin, Rd), as well as the evaluation
of its specific activity in the metabolism of different substrates, namely oxygen, nitric oxide and
hydrogen peroxide was performed

It was determined that the FDP enzyme is in the tetrameric state having two irons and one flavin
per monomer, a size per monomer of approximately 44kDa having been determined and a potential of
reducing the flavin of +70 mV and +30 mV having a red semiquinone was estimated.

After obtaining a reaction mechanism for the reduction of the FDP its specific activity was
evaluated for the different substrates obtaining a specific activity for oxygen of 0.43s, for the nitric
oxide of 0.114s* and for the hydrogen peroxide 0.06s™.

In this way, we conclude that the enzyme has activity for the three substrates tested, and may
contribute to the elimination of oxidative and nitrosative stress.

Keywords: oxidative stress, flavodiiron protein, high molecular weight rubredoxin, rubredoxin,
C.difficile.
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1. Introducao
1.1. Impacto do oxigénio nos seres vivos

O oxigenio na sua forma molecular, O, é considerado como 0 motor primario para a evolucao
biolégica. Segundo muitos autores, 0 aumento da concentracdo de oxigénio deveu-se ao aparecimento
de processos fotossintéticos produtores de O, nas cianobactérias ha cerca de 2,2 — 2,5 bilides de anos,
pelos quais o seu nivel subiu exponencialmente, estabilizando por volta dos 21% da composicao total
da atmosfera terrestre. Este episodio global ficou conhecido como o grande evento de oxidacdo (do
inglés, Great Oxigen Event, GOE) 231,

O oxigénio apresenta alguns aspetos negativos nos sistemas biol6gicos, sendo em concentragdes
elevadas toxico para as células. Devido ao seu grande poder de oxidagdo apresenta uma grande
facilidade de receber eletrdes em reacdes de oxidagdo-reducdo B4, Tem, contudo, uma reatividade
limitada pois no seu estado fundamental é um tripleto, cujas orbitais apresentam 2 eletrdes
desemparelhados com o mesmo spin. O O pode reagir com radicais de componentes organicos,
nomeadamente flavinas, ou com centros de metais de transicdo, principalmente de ferro B¢, Apés essas
reacOes de transferéncia eletronica podem ser geradas espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive
Oxygen Species, ROS)234581 Estes subprodutos formados possuem alta reatividade com maltiplos
componentes celulares, podendo levar a sua destruigéo e/ou inibicdo I,

A partir do aumento da concentragdo de oxigénio, 0s organismos tiveram de encontrar
mecanismos de forma a se adaptar a estas novas condicdes atmosféricas 4. Alguns organismos, para
evitarem as altas concentragdes de O, estabeleceram-se em nichos anaerdbicos, evoluindo e mantendo
o seu meio intracelular reduzido &I Por outro lado, apareceram organismos que conseguiram utilizar o
O, em processos bioldgicos, extraindo dos substratos celulares uma maior quantidade de energia, assim
permitindo o aparecimento de formas de vida mais complexas B4,

As ROS, em concentragdes baixas, podem também servir como importantes moléculas de
sinalizagéo e estimulando a defesa imunitaria do hospedeiro contra patogénicos 371,

O éxido nitrico, NO, é uma outra molécula que apresenta um papel fundamental no metabolismo
dos seres vivos, assegurando, em baixas concentracdes, a sinalizagdo de indmeros processos em
eucariotas, e em maiores concentragdes servindo de defesa imunitéria. Em altas concentragdes e em
condicOes aerdbias reage rapidamente com o oxigénio e/ou com ROS formando espécies ainda mais
reativas designadas por espécies reativas de azoto (do inglés reactive nitrogen species, RNS) 61

A reducdo tanto do O, como do NO é um processo importante nos procariotas. No caso do O; a
sua reducdo por processos sucessivos de um eletrdo produz ROS, sendo os mais destacados os radical
anido superoxido (O*), hidroxilo (HO®), e 0 agente oxidante ndo-radicalar peroxido de hidrogénio
(H20;) 23481 - Figura 1- A.

Os organismos protegem-se das espécies reativas de oxigénio através de enzimas como a
dismutase ou a reductase do superéxido (SOD, SOR), catalase (CAT) e substancias antioxidantes, entre
outros que sdo capazes de converter essas ROS em moléculas néo toxicas para as células >*4l - Figura
1.
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Figura 1 - Esquema da formacédo de (A) ROS e (B) RNS e sistemas de destoxificagdo

No que diz respeito ao NO, a desnitrificagcdo bacteriana incompleta produz éxido nitroso (N2O)
que é diretamente libertado pela célula e convertido em N A redugdo do NO é efetuada por NO

redutases, que através do consumo de 2 eletrGes convertem duas moléculas de NO em N2O e H2O (1)
8l

2NO+ 2e" = N.O + H,0 Q)

Em geral tanto os ROS como os RNS tém um tempo de vida bastante curto (10°a 10°s)
reagindo rapidamente com moléculas proximas 1. 19 De acordo com um estudo desenvolvido por
Bruice e colaboradores (1984) foi demonstrado que numa fase inicial a oxidagdo da hidroquinona da
flavina provocada pelo O, promove a formacdo de radicais de flavina, semiquinona, e O,*, pela
transferéncia de um Unico eletrao 1011,

Em relacdo aos metais dentro da célula, nomeadamente o ferro, estes apresentam um papel
importante nas atividades redox da mesma, porém sdo limitados fisiologicamente, devido a sua
toxicidade. A presenca destes metais esta fortemente associada a formacéo de radicais livres 121,

Vérios estudos mostraram que existem mecanismos que regulam a concentracao de ferro nas
células, assegurando que ndo exista ferro livre intracelularmente, porém in vivo sob condicGes de
excesso de O,*, este atua como oxidante de enzimas contendo centros [FeS], libertando-se ferro livre
no interior da célula 2. O Fe?* libertado na célula pode participar na reagdo de Fenton (2), gerando o
radical hidroxilo altamente reativo (HO®), que apds a redugdo com um Unico eletrdo é convertido em

H.O. Combinando a reacdo de Fenton e a reducdo de Fe** pelo O,*, resulta na formacdo de HO®*+ O
(3) [6.12], [2346],

H202+ Fe?* >Fe® + OH +OH* (2)
O,*+ Fe¥* >0, + Fe?* ?3)
H202+ O*> 0, OH +OH®*  (2+3)



1.2. Clostridium difficile
1.2.1. Caracteristicas Gerais

Clostridium difficile (C. difficile) é uma bactéria gram-positiva — Figura 2-, anaerdbica estrita e
esporogénica (1314151, Este patogénico apresenta-se como um grande problema no que diz respeito a
salide publica, devido a sua forma de propagacao e os seus sintomas levam em média anualmente nos
E.U.A a morte de 29.000 pacientes 4,

Figura 2 - Clostridium difficile ["]

Os sintomas causados no hospedeiro apos infecdo sdo diarreia, podendo ir de leve a grave,
havendo a possibilidade em casos mais extremos de desencadear colite psedomembranosa,
potencialmente fatal 314151, O mecanismo de infecdo, de uma maneira geral, consiste na producéo de
esporos que ap6s a entrada no organismo se alojam no colon, germinando e libertando toxinas que
causam os sintomas da infegdo [**1,

Existem algumas vulnerabilidades que fazem com que alguns pacientes sejam mais sensiveis a
contracdo desta bactéria que outros, sendo que a maior causa € 0 uso abusivo de antibiticos que
destabilizam a flora intestinal alterando substancialmente o ambiente envolvente contribuindo para o
crescimento favoravel do organismo; outra das causas é a faixa etaria dos individuos, sendo que pessoas
acima dos 40 anos apresentam um risco mais elevado de contrairem este organismo do que individuos
de faixas etarias inferiores 4,

Os seus esporos, bastante resistentes (podem resistir ao calor, oxigénio e a desinfetantes
comuns), sdo capazes de sobreviver em ambientes aerbicos o que aumenta a taxa de transmissao dentro
do organismo e pela comunidade ™4, A germinacdo dos esporos e o crescimento da sua forma
vegetativa ocorre somente nas partes mais profundas do trato gastrointestinal, devido as concentragdes
de Oy nestes locais serem praticamente nulas. Nestes locais encontram-se substratos que potenciam a
germinacdo de esporos e ativam a replicacdo de células vegetativas, nomeadamente os 4cidos biliares,
sendo estes processos controlados pelo gene CSpBAC 14161,

1.2.2. Fatores envolvidos nas patologias causadas

C. difficile é capaz de causar problemas ao hospedeiro, devido aos seus fatores de viruléncia,
sendo que os principais fatores sdo duas toxinas pertencentes a familia das citotoxinas clostridiais, toxina
A (TcdA) e toxina B (TcdB) 131425 Estas duas toxinas sdo responsaveis pela secre¢do macica de



fluidos, necrose do tecido colonico e inflamagdo. Para além destes fatores de viruléncia, existem ainda
mais dois fatores que auxiliam na infecdo, que sdo fatores de aderéncia e de motilidade %1, Tanto a
toxina A como a B sdo toxinas de estrutura AB homologas sendo que cada uma pode ser dividida em
duas componentes. Uma subunidade A enzimatica e uma subunidade B que estd envolvida na
distribuicdo da subunidade A no citosol da célula hospedeira. Estas toxinas provocam a disrupgdo do
citoesgueleto e conduzem a desassociacao dos espacos entre as células epiteliais e consequente perda da
integridade ™41,

Ainda ndo é consensual se o stress oxidativo no ambiente do colon é benéfico para os
microrganismos patogénicos em competicdo com os microrganismos comensais 4. De facto, em
resposta a falta de nutrientes no limen do intestino, C. difficile produz toxinas que induzem ROS
contribuindo como biocidas reduzindo competidores, facilitado a colonizacdo de C. difficile no intestino
(13141 pPorém os ROS s&o mediadores importantes para a comunicacdo com o sistema imune inato e
também s&o produzidos por outros microrganismos B4,

1.2.3. Mecanismo de atuacdo do sistema imunitario face a presenca de C. difficile

O mecanismo de atuacao das toxinas com consequente infecdo de C. difficile e a libertagéo de
ROS e RNS esta ilustrado na Figura 3 4],
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Figura 3 - Esquema do processo de infegdo e consequente resposta imunitaria do hospedeiro (14




O sistema imunitario responde rapidamente a moléculas microbianas que atravessam a barreira
epitelial.

Assim sendo o processo de inflamacéo é provocado por TcdA e TcdB de C. difficile que ativam
o fator nuclear kappa B (NF-«B) e a proteina ativadora 1 (AP-1) que sinalizam as vias nas células
epiteliais do intestino provocando a fosforilacéo das proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPK),
conduzindo a transcri¢do de quimiocinas pro-inflamatdrias como a interleucina 8 (1L-8) e recetores para
as quimiocinas inflamatoérias como a CXCI1 e CXCI2, que recrutam células do sistema imune inato
(14151 Ao mesmo tempo ocorre a glucosilagdo do TcdB e a resultante inativagdo da RHO GTPase. Nas
células epiteliais as toxinas sdo detetadas pelo recetor pirina intracelular, conduzindo a formagdo de
inflamossomas e a secre¢do de IL-1p 14251,

As células linfoides inatas intestinais (ILC) respondem a IL-1p, IL-12 e IL-23, produzindo
citocinas como a IL-22 e interferdo gama (INF-y). A produgdo destas citocinas efetoras das ILC’s
conduzem ao recrutamento de neutrofilos e macrofilos e induzem a expressdo de péptidos
antimicrobianos, a producdo de ROS e RNS e a ativagdo de mecanismos de reparacdo das células
epiteliais (41,

1.2.4. Mecanismos de destoxificacdo de ROS e/ou RNS

De modo a se perceber o processo de oposicao as dificuldades impostas pelo sistema imunitario
na fase de infe¢do do C. difficile no hospedeiro, foram estudados neste trabalho alguns mecanismos de
destoxificacdo de ROS e/ou RNS do patogénico C. difficile apresenta no seu genoma um conjunto de
enzimas que conseguem converter estas espécies reativas, convertendo-as em moléculas inofensivas
para o desenvolvimento do mesmo, servindo como estratégia de defesa contra tensdes quer oxidativas
quer nitrosativas B,

D.A. Rasko e colaboradores publicaram em 2013 a sequencia genémica completa da estirpe P28
de C. difficile, apresentando esta um tamanho de 4.323.423 bp 7],

O genoma de C. difficile possui genes — Tabela Al- que codificam proteinas flavodiférricas
(FDPs), enzimas capazes de reduzir oxigénio e / ou 6xido nitrico, que sdo difundidas em procariotas. O
genoma também contém genes que codificam outras enzimas/proteinas envolvidas na desintoxicagao de
ROS e RNS, incluindo rubreritrina, rubredoxina, proteina de cluster hibrido, SOD e SOR e outras oxido-
redutases [

Embora a SOD esteja presente em todos os dominios da vida @, as FDPs ©l, rubreritrina ¢l e
rubredoxinas 1% tém sido identificadas principalmente em procariotas e anaerdbios. Estes enzimas,
apresentam na sua constituicdo cofatores como flavinas, nomeadamente mononucleétidode flavina
(FMN) e centros de ferro B,

Com este trabalho tentou-se estudar a capacidade de reducdo tanto do oxigénio como do NO
através do uso de trés proteinas presentes neste organismo.

Para tal, utilizou-se uma enzima flavodiférrica da classe A, FDP, (WP_008819165.1), uma
enzima designada como Rubredoxina com um alto peso molecular, HMW-Rd, (WP_008728528.1)
descrita como uma oxidoredutase e uma Rubredoxina, Rb, descrita principalmente como transportador
de eletrdes (WP_008816574.1).



1.3. Rubredoxina
1.3.1. Caracteristicas estruturais

As rubredoxinas sdo as proteinas de ferro-enxofre mais simples, compostas por
aproximadamente 60 residuos de aminodcidos e com uma massa molecular entre 6-7 kDa, sendo
encontradas em inimeras bactérias e organismos anaerébios 12122 Dominios estruturais contendo
centros rubredoxina podem também existir em proteinas mais complexas, como por exemplo na
reductase de 6xido nitrico de E. coli (flavorubredoxina) !, ou nas rubreritrinas 8. As rubredoxinas
tém um centro monomeérico de ferro ligado a 4 residuos de cisteinas provenientes do dois segmentos
Cys-XX-Cys- — Figura 4 - com uma geometria tetraédrica Fe(SCys), [192122.24],

Figura 4 — Estrutura da rubredoxina de Desulforibrio vulgaris- Miyszaki f. A) Modelo da estrutura da
proteina Rd de Desulforibrio vulgaris- Miyszaki f. (PDB: 2rdv). B) Orientacgdo das 4 cisteinas no centro
monoférrico (29

A sua estrutura é em geral composta por 3 cadeias de folhas-f antiparalelas na parte hidrofdbica,
e 2 loops contendo as cisteinas ligantes do metal — Figura 4A — sendo esse local de ligacdo perto da
superficie proteica [,

O potencial de reducdo tipico das Rd varia geralmente na gama de -140 a +125 mV, podendo
haver algumas excecdes, em que o potencial atinge valores perto dos +250 mV/ 1819,

Em relagdo as suas caracteristicas espectroscopicas a Rd apresenta um espectro de UV-Visivel
caracteristico — Figura 5 -, com bandas de absorcdo com maximos a 350, 380, 490 e 570 nm e um
coeficiente de extingio molar a 490nm, 490, =7000 mol-tcm? (19251,
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Figure 5 — Espetro de absor¢do UV-Visivel carateristico de rubredoxinas no estado oxidado,
apresentando bandas de absorcdo com maximos a 350, 380, 490 e 570 nm [1°]

1.3.2. Funcao bioldgica

As rubredoxinas atuam como transportadores de um eletrdo, estando presentes em maltiplos
tipos de cadeias de transferéncia eletronica, como as de degradacdo de alcenos, de eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio ou de eliminagcdo do mesmo, ou no metabolismo do ferro (%21, Por
exemplo, estudos efetuados em Desulfovibrio gigas demonstraram que a Rd é uma proteina importante
na defesa do stress oxidativo funcionando como parceiro de NADH:rubredoxina oxidoredutase e
rubredoxinas: dioxigénio oxido-redutases 2,

1.4. Rubredoxina de alto peso molecular (do inglés High Molecular Weight Rubredoxin,
HMW-Rd)
1.4.1. Caracteristicas gerais

Uma rubredoxina mais complexa, que também foi descrita como envolvida em sistemas de
destoxificacdo de ROS ¢ a rubredoxina de alto peso molecular, High Molecular Weight Rubredoxin,
HMW-Rd 292627 Este é um enzima pouco estudado gracas a sua dificuldade de purificacdo, devido a
sua baixa estabilidade 2%,

Esta proteina é dividida em dois dominios apresentando, um dominio N-terminal homdlogo com
NAD(P)H Flavinas Oxidoredutases contendo FMN, com atividade redutase de Fe*', e o dominio C-

terminal caracteristico de um centro rubredoxina, servindo deste modo como transportador de eletrdes
[20]

Estudos efetuados com enzimas deste tipo determinaram 1 ferro por subunidade, sendo
consistente com um Gnico dominio rubredoxina 2%, Este tipo de proteina apresenta por norma cerca de
229 residuos de aminoacidos por mondémero e uma massa de cerca de 25 kDa 2%,



De acordo com ensaios efetuados pensa-se que a transferéncia eletronica possa ser efetuada pelo
seguinte processo — Figura 6: 0 NADH cede 2 eletr6es ao FMN, sendo de seguida os eletrbes transferidos
para o centro rubredoxina 27,

=

)

NAD* ]
FMN e—
NADH
'. f{l C |
'
HMW-Rd

Figure 6- Possivel mecanismo da transferéncia eletronica dos dois dominios do enzima
HMW-Rd

Embora haja pouca informacao sobre este tipo de enzima, este apresenta um espectro UV-Vis
carateristico — Figura 7 - no qual se podem observar bandas de absor¢do com maximos a 450 nm
correspondentes & contribuicdo do FMN e outras bandas de absor¢do com maximos a 490 e 570 nm
correspondentes a contribuicdo da rubredoxina 2%,
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Figure 7 - Espetro de absor¢cdo UV-Vis de HMW-Rd no estado oxidado ilustrando bandas de
absorcdo com maximos a 450, 490 e 570nm [20]



1.5. Proteina flavodiférrica
1.5.1. Caracteristicas gerais

Este tipo de proteinas sdo uma grande familia de enzimas que podem ser encontrados em
inlmeros procariontes quer anaerdbios como aerébios, bem como em alguns eucariotas, nomeadamente
em protozoarios e organismos fotossintéticos [6:28:29.30],

Figura 8- Estrutura do homodimero da FDP classe B ‘’The crystallographic structure flavorubredoxin
from Escherichia coli ”(PDB=4D02) [

Estes enzimas sdo citoplasmaticos e apresentam como unidade minima funcional o
homodimero, sendo observado em varios procariontes anaerdbios na sua forma homodimérica ou
homotetramérica sendo que os dimeros estdo arranjados em *‘head to tail”’.

De um modo geral, estes enzimas contém em cada monémero dois dominios, um primeiro do
tipo metalo — f — lactamase, onde se encontra um centro binuclear de ferro e onde ocorre a reducédo de
O; e /ou NO, e um segundo, do tipo flavodoxina, contendo um mononucleétido de Flavina (FMN); no
dimero, 0 FMN de um monémero esta localizado a ~4 A do centro de dois ferros do outro dominio —
Figura 8. As FDPs de Classe A, que tém apenas estes dois dominios por mondmero, apresentam cerca
de 400 residuos de aminoacidos, sendo a classe de FDPs mais encontrada entre os organismos 2839,

Apds uma andlise de sequencias de aminoécidos de FDPs, foi possivel dividir esta familia de
proteinas em 4 classes estruturais de acordo com as extensdes do C-terminal — Figura 9.

Classe A Classe B Classe C Classe D
| FoFe M | FeFo ] | FoFe | | FaFe
FMM ) FMN FMN FMN
| Rd | Fiv | Rd |
- FAD

Figura 9 - Classes estruturais das proteinas flavodiférricas, baseadas na extensdo do C-terminal estando
representado a azul o dominio contendo o centro binuclear de ferro, a laranja o dominio flavodoxina (FMN), a
amarelo o dominio FMN, vermelho centro rubredoxina e a verde dominio FAD [28]
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As proteinas da classe B, para além dos dominios presentes nas representantes da classe A,
possuem também um dominio rubredoxina extra no C-terminal, sendo restritos a proteobactérias. As
proteinas desta classe apresentam cerca de 480 residuos de aminoacidos 283,

As FDPs de classe C, tém no C-terminal um dominio NAD(P)H: flavina oxidoredutase. Este
tipo de classe é somente encontrada em organismos fotossintéticos produtores de oxigénio, sendo
composta por cerca de 600 residuos de aminoacidos 223,

Em relacédo a classe D, é composta por cerca de 900 residuos de aminoacidos e apresenta dois

dominios no C -terminal, um dominio rubredoxina e um dominio NADH: rubredoxina oxidoredutase
[29,30]

1.5.2. Proteina Flavodiférrica Classe A
1.5.2.1.  Caracteristicas gerais.

Em relacdo as suas caracteristicas espectroscopicas, o espectro de UV-Visivel da forma oxidada
apresenta uma banda com um méximo aos 450 nm, correspondente a absor¢do do cofator FMN, sendo
que o coeficiente de extingdo do centro de dois ferros é muito mais baixo ! -Figura 10.

FMN || Fe-Fe]|

Abs

Classe A

300 00 500 600 700
A (nm)

Figura 10- Espetro de absorgdo UV-VIS caracteristico de FDPs classe A no estado oxidado com a banda de
absorcdo com um maximo a 360 nm e a 450 nm; representacdo dos dominios estruturais da FDP-classe A [2°]

As propriedades termodindmicas redox destas enzimas, tém sido analisadas através de titulacoes
redox, nas quais se observa a formacao de uma semiquinona vermelha apés a reducéo de um eletrdo do
FMN, caracterizado pela diminui¢do da absorvancia a 450 nm acompanhado pelo aumento a 390 nm,
desaparecendo depois, como resultado da reducdo completa do FMN (hidroquinona) 21,

1.5.2.2. Funcao bioldgica

De acordo com estudos efetuados com enzimas desta classe, propds-se um modelo para a
transferéncia eletronica na reduc&o tanto do O, como do NO — Figura 11. E necessario o uso de proteinas
redox mediadoras, que de uma forma geral costumam ser oxidoredutases e rubredoxinas para que a FDP
seja capaz de se reduzir e consequentemente converter 0 Oz e /ou NO em espécies ndo toxicas para a
célula B,
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Esquema de Transferéncia Eletronica Parceiros Adicionais

NAD(P)H Oxidoredutase

/.e\
NAD(P)H NO, Oz, H;0; Rd - Rubredoxina
[ "
FE: — —
=
NAD(P) N;O, H;0
C
|

FMN

| N ; C N

\ J | | \ J

%’r— _‘lf} ‘T—

NAD(P)H Rd FDP
Oxidoredutase

Figura 11- Modelo de transferéncia eletronica para o metabolismo de O2 e NO em espécies ndo toxicas
[adaptada de 20,30]

Esta reducdo é efetuada a custa do consumo de NAD(P)H como dador de eletrdes. Para a
reducdo completa da enzima sdo necessarios e eletrdes (FMNH. — Fell Fell), podendo deste modo
reduzir 4 moléculas de NO a 2 moléculas de N2O ou uma molécula de O, a duas moléculas de H,O. No
fim do processo o sistema é restaurado e a enzima permanece na sua forma oxidada (FMNox — Felll
Felll) B,

Estudos demostraram que muitas FDPs atuam preferencialmente como NO redutases (E. coli),
O- redutase (Giardia intestinalis) e ocasionalmente algumas conseguem reduzir ambas as espécies
reativas (Morella termoacetica) B4

Com este trabalho foi proposto estudar o mecanismo de reducdo tanto do O, como do NO
utilizando para isso as trés proteinas anteriormente descritas, tendo como ponto de partida 0 modelo de
transferéncia eletrénica mostrado na figura 11.
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2. Materiais e métodos
2.1 Extracédo e Purificacdo de DNA plasmidico

Os genes codificantes para as proteinas alvo foram clonados no plasmideo de expresséo
pPET24(+), pela empresa GenScript. Os plasmideos que continham o gene codificante para as proteinas
em estudo foram transformados em células de E.coli XL1-Blue . Ap6s a transformacgdo realizada
selecionou-se uma colénia (para cada uma das proteinas), que foi ressuspendida em meio Luria-Bertani
(LB) liquido suplementado com canamicina 50 ng/mL, ficando a incubar durante a noite a 130 rpm, a
37°C. Apds esse passo as células foram centrifugadas 10 min a 6000 rpm, e retirou-se 0 sobrenadante.
O DNA plasmidico foi entdo purificado com o Kit’Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System’’(Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. Apds a purificagdo o DNA contendo o gene
de interesse foi entdo confirmado por eletroforese em gel de agarose e quantificado com o auxilio de um
espectrofotometro NanoDrop.

2.2 Expresséo de proteina
2.2.1. Transformacéo de células competentes com DNA plasmidico

Nesta etapa foram transformadas células de E.coli BL21(DE3)GOLD com diferentes
plasmideos: pET24 (+) cdFDP, pET24 (+)_cdRd, pET24 (+) cdHMW _Rd que codificam para as
proteinas FDP classe A, Rubredoxina e Rubredoxina com alto peso molecular, respetivamente.

Vetores como pET24 (+) sdo usados como vetores de transcrigdo construidos para a expressao
a partir de sinais de traducdo bacterianos transportados dentro de uma inser¢do clonada. Na sua
sequencia apresenta um gene de resisténcia a canamicina, o que facilita a selegdo artificial das colonias
bacterianas que contém o plasmideo de interessel*?],

Cercade 50 ng/ml de DNA plasmidico foi adicionado a 40 pL de células competentes e colocou-
se em gelo durante 30 min. Passado esse tempo foi dado um choque térmico de 20 segundos a 42°C e
as células foram colocadas imediatamente em gelo durante 2 min. Seguidamente foi adicionado 900uL
de meio LB liquido e incubou-se durante 60 min a 37°C.

Posteriormente as células foram plaqueadas em meio LB agar suplementado com 50ug/mL de
canamicinae incubadas durante a noite numa estufa a 37°C.

2.2.2 Testes de expressdo das proteinas
2.2.2.1 Teste de expressao para o enzima HMW-Rd

Como em trabalhos anteriores a expressao e posterior purificagdo deste enzima nao teve sucesso
e apos se ter realizado uma tentativa de expressdo sem éxito, tendo como meio de cultura meio minimo
de M9 com as mesmas condic¢des da expressdo da rubredoxina, realizaram-se testes de expresséo em
meio Luria -Bertani, LB, sendo este um meio mais rico para o crescimento, suplementado com 50ug/mL
de canamicina e ImL de 0.1M FeSO,. A suplementagédo de FeSOafoi essencial para a incorporacdo do
ferro na proteina, pois com a utilizagdo do meio LB havia a possibilidade de a proteina incorporar outros
tipos de metais nomeadamente zinco o que resultaria numa proteina sem atividade. Deste modo, com a
predominancia do metal Fe no meio de expressdo, aumenta-se a probabilidade de a proteina incorporar
0 mesmo.
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As variantes que foram testadas nestes testes de expressao foram a densidade Gtica de inducéo
que variou entre 0.8 e 1.8 e a concentracdo de isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) usada na
inducdo (100uM, 500uM e 1 mM). O nivel de expressao através da recolha ap6s a inducéo (2h,4h, 6h e
durante a noite), foi verificada por géis de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).

As células que foram recolhidas ap6s a incubacdo durante toda a noite foram centrifugadas a
7000 rpm durante 25 min e, ap6s varios ciclos de congelacdo (-20°C) e descongelacdo, avaliou-se a
presenca ou auséncia de proteina soltvel nas varias condic@es, através de um gel de eletroforese SDS-
PAGE.

2.2.2.2. Testes de expressao para o enzima FDP e a proteina Rd

No caso das proteinas FDP e Rd néo foi necessario recorrer a testes de expressao devido a ja se
ter conseguido obter proteina pura em trabalhos anteriores B,

2.3. Expressao das proteinas de interesse em larga escala

A partir das transformacgdes das células de E.coli BL21(DE3)GOLD com os diferentes
plasmideos foram preparados pré-indculos de 200 mL de LB suplementado com 50ug/mL de
canamicina. Estes pré-indculos foram entéo incubados durante a noite a 37°C num agitador orbital a 130
rpm.

2.3.1. Sobre-expressao do enzima FDP

O crescimento bacteriano da estirpe que tinha sido transformada com o plasmideo pET24
(+)_cdFDP foi realizado a 130 rpm até a OD de inducao de 0.4 a 37°C, e ap0s a inducéo baixou-se a
temperatura para 30°C. O crescimento foi efetuado em condicGes aerdbicas em Erlenmeyers de 2L com
2L de meio, preparados com 400 mL de meio minimo M9 inoculado com 2% de pré-in6culo e
suplementado com 0.02 M de glucose, 0.002 M MgSOs, 0.1 mM FeSOs, 50ug/mL de KANsg, e 0.1 uM
CaCl,. O crescimento foi monitorizado por espectroscopia UV-VIS usando a absorvancia ao
comprimento de onda (A) de 600 nm. Quando se atingiu uma OD= 0.4 a expressao foi induzida com
0.1mM de IPTG e 0.1 mM de FeSO4. Em seguida incubou-se durante 7 horas. Passado essa etapa 0 meio
de crescimento foi centrifugado a 7000 rpm, a 4°C durante 10 min. As células foram entdo recolhidas e
ressuspensas em 20 mM Tris-HCI, pH7.5.

2.3.2. Sobre-expressédo do enzima HMW-Rd

O crescimento bacteriano da estirpe que tinha sido transformada com o plasmideo pET24
(+)_cdHMW foi realizado a 130 rpm até & OD de indugdo de 0.8 a 37°C em Erlenmeyers de 2L com 1L
de meio LB inoculado com 2% de pré-indculo e suplementado com 0.1 mM FeSO, e 50ug/mL de
KANso, e ap6s a indugdo com 0.1mM IPTG baixou-se a temperatura para 30°C e incubou-se durante 6
horas.

Passado esse tempo 0 meio do crescimento foi centrifugado a 7000 rpm, a 4°C durante 10min,
passado esse tempo as células foram recolhidas e ressuspensas em 20mM Tris HCI, pH7.5, 18%glicerol
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2.3.3. Sobre-expressao da proteina Rd

O crescimento bacteriano da estirpe que tinha sido transformada com o plasmideo pET24
(+)_cdRd foi realizado a 130 rpm até a OD de inducdo de 0.8 a 37°C.

O crescimento foi efetuado em condigdes aerdbicas, a 37°C e 130 rpm de agitacdo, em
Erlenmeyers de 2L com 1L de meio preparados com 200 mL de M9 inoculado com 2% de pré-inoculo
e suplementado com 0.02 M de glucose, 0.002 M MgSQ4, 0.1 mM FeSO4, 50ug/mL de KANsg e 0.1 uM
CacCl,. O crescimento foi monitorizado por espectroscopia UV-VIS, sendo a expressao induzida quando
se atingiu uma OD= 0.8 com 0.4 mM de IPTG e 0.1 mM de FeSO,. Em seguida incubou-se durante 4
horas. Passado essa etapa 0 meio do crescimento foi centrifugado a 7000 rpm, 4°C durante 10 min. As
celulas foram entdo recolhidas e ressuspensas em 20 mM Tris HCI, pH7.5, 10% glicerol.

2.4. Purificacdo das Proteinas
2.4.1- Primeiro passo da Purificacdo das Proteinas

Apbs as células terem sido recolhidas, procedeu-se a lise celular. Neste primeiro passo foi
adicionado a suspensdo celular 1puL de Img/mL de DNAse, e no caso da HMW-Rd foi ainda adicionado
PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) a 0.1mM, funcionando como inibidor néo especifico de maltiplas
proteases.

Seguidamente as células foram disrumpidas utilizando uma prensa de French (3 ciclos a 1000
psi), seguindo-se a uma centrifugagdo com um rotor da marca Beckman Coulter, modelo JA25-50
(27000 g, 4°C, 20min) separando as células lisadas das intactas. A fracdo sollvel foi novamente
centrifugada de modo a separar a parede celular do contetdo citoplasmatico, utilizando para o efeito
uma ultracentrifuga com um rotor da marca da marca Beckman Coulter, modelo 45Ti (2 horas, 125000
g, 4°C).

A fracdo soltvel foi entdo dialisada, contra 20 mM Tris HCI, ph7.5 para a proteina rubredoxina
(no caso do FDP adicionou-se 10% glicerol e no caso HMW-Rd 18% de glicerol) num volume final de
5L a 4°C durante toda a noite.

Os passos seguintes de purificacdo foram efetuados num sistema AKTA-Prime (GE Healthcare)
a 4°C, e todos os tampdes utilizados foram previamente filtrados (0.22um).

2.4.2 Purifica¢do do enzima FDP

No processo de purificacdo da FDP foi somente utilizada uma coluna de troca anionica “’Q-
Spharose” de 160 mL, previamente equilibrada com 20mM Tris HC1,10% glicerol a pH7.5 e realizado
um gradiente linear de 0-100% de 1M NaCl , num volume final de 900 mL sendo efetuado a um fluxo
de 4 mL/min. No final a amostra foi concentrada e o tampé&o foi permutado para 50mM Tris HCI a
pH7.5, 18% glicerol.

A pureza do enzima foi analisada através de géis SDS-PAGE e por espectroscopia de absor¢do
UV-VIS.
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2.4.3 Purificacéo do enzima rubredoxina com alto peso molecular

No processo de purificacdo da HMW-Rd foi utilizada a mesma coluna utilizada para a
purificagdo da FDP, tendo sido equilibrada com 20mM Tris HCI,18% glicerol a pH7.5, sendo a troca
efetuada gracas a um gradiente de 0-50% de 1M NaCl, num volume final de 900 mL sendo realizado a
um fluxo de 4mL/min. No final a amostra foi concentrada e o tampéo foi permutado para 50mM Tris
HCl a pH7.5, 18% glicerol.

A pureza do enzima foi analisada através de géis SDS-PAGE e por espectroscopia de absorcao
UV-VIS.

2.4.4 Purificacdo da proteina rubredoxina

Na purificacdo da Rd foram utilizadas duas colunas, uma primeira coluna de troca anionica Q-
Spharose de 160 mL, equilibrada com 20mM Tris HCI a pH7.5, sendo a troca efetuada a um gradiente
de 0-100% 1M NaCl realizado a um fluxo de 4mL/min. A segunda coluna utilizada foi a Superdex S75,
coluna utilizada para cromatografias de exclusdo molecular, equilibrada com 20mM Tris HCI a pH7.5,
150mM NaCl. No final a amostra foi concentrada e o tampdo foi permutado para 50mM Tris HCI a
pH7.5, 10% glicerol.

A pureza da proteina foi analisada através de géis SDS-PAGE e por espectroscopia de absor¢do
UV-VIS.

2.5 Caracterizacdo de Proteinas
2.5.1 Determinacao da concentracao de proteina /ferro /flavina

A concentragéo de proteina foi determinada pelo método do acido bicinconinico (BCA) usando
como proteina padrdo albumina de soro de bovino B2,

As quantidades de ferro e de flavina foram determinadas através de um protocolo
otimizado para este tipo de proteinas, descrito no esquema seguinte — Figura 12.

Uma dada quantidade de proteina é diluida em tampé&o 50 mM Tris HCI, 18% glicerol para um
volume final de 400 uL, sendo adicionado 5 puL de 8 M HCL (ou no caso de rubredoxinas 50 pL) e
deixando-se repousar durante 15 minutos. Em seguida é adicionado 50 pL de 5M &cido tricloroacético
deixando-se repousar novamente durante 30 minutos para desnaturar completamente a proteina.

Passado esse tempo, centrifuga-se a amostra durante 5 minutos a 8000 rpm e descarta-se 0
pellet contendo a proteina desnaturada. E adicionado 100 pL de acetato de amoénio 75% e traga-se o
espectro de UV-visivel e retira-se o valor de absorvancia a 450 nm. Apos a obtencdo desse valor e
utilizando a lei de Lambert-Beer e sabendo que o coeficiente de extingdo molar, €, da flavina ¢é igual a
11.1mMcm?, obtém-se a concentragdo de flavina.

Com a mesma amostra é possivel determinar a concentracdo de ferro adicionando a metade da
amostra 400 pL de hidroxilamina a 10% e 400 pL de fenantrolina a 0.3%. Durante 2 horas a amostra é
mantida & temperatura ambiente e em seguida retira-se a absorvancia a 510 nm e da mesma forma
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utilizando a lei de Lambert-Beer ¢ sabendo que o € do complexo ferro-fenantrolina € igual a 11.2 mM-
lem, obtém-se a concentragdo de ferro.

Volume de amostra
+

Volume tampéo
(Tris HCl 50mM pH7,5, 18% gliceral)
Volume final de 400 pL

Dt

Adicionar5 uL de HCI
(nocaso de Rubredoxinas adicionar 50 pL)

Esperar 15 min Medir Absa 510 nm
Adicionar50 plL de TCA Adicionar 400 pL de Fenantrolina
Esperar 30 min Vortex, repousar 2horas T.A.

= -
8000rpm

Dividir a amostra em duas

. aliquotas
Adicionar 100 pl acetato de Adicionar400 pL de hidroxilamida
amonio Vortex
Tracar espectro UV-Vis e retirar Abs a 450nm

Quantificagdo da Flavina Quanticacdo do Ferro

Figura 12 - Esquema para a quantificagdo do ferro e da flavina. Quadrado amarelo - esquema para a determinagéo da flavina e
quadrado vermelho - esquema para a determinacdo do ferro

2.5.2 Determinacéao do estado oligomerico

Para a determinagédo do estado oligomérico das proteinas em estudo recorreu-se a uma coluna
de exclusdo molecular Superdex 200 10/300 GL, sendo uma coluna de exclusdo cromatogréafica de
pequena escala utilizada para a caracterizacdo e analise de proteinas com pesos moleculares entre 0s
10 e 600 KDa 41,

Ambas as amostras (proteina em estudo e padrdes) passaram pela coluna a um fluxo de 0.75
mL/min, tendo como eluente 20mM Tris HCI a pH7.5, 150mM NaCl e o eluido foi monitorizado a 280
nm.

As amostras das proteinas foram preparadas num volume final de 500 pL a uma concentragdo
final de 10 mg/mL, e centrifugadas a 10000g durante 10 min.

O resultado obtido foi confrontado com uma amostra padrdo composta por um conjunto de
compostos com a massa molecular conhecida — Tabela 1- do qual foi possivel determinar a massa
molecular das proteinas e desse modo prever o estado oligomeérico dos mesmos.
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Tabela 1 - Lista de padrdes utilizados na determinacdo do estado oligomérico das proteinas com a referida massa
molecular e concentragdo utilizada.

Proteina Mmolecular Concentracéo
(kDa) (mg/mL)
Ferritina 440 0.3
Aldolase 158 3
Conalbumina 75 3
Anidrase carbonica 29 3
Citocromo ¢ 12.4 3

Na figura 13-A esta representado o cromatograma tipico dos padrBes e na figura 13-B esta
ilustrada a relacdo entre o volume eluido na coluna em relacéo ao Log da massa molecular das proteinas.
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Figure 13- A) cromatograma tipico dos padrdes utilizado na determinacéo do estado oligomérico dos enzimas obtido a um
fluxo de 0.75 mL/min tendo como eluente 20mM Tris HCI a pH7.5, 150mM NaCl , monitorizado a 280 nm. B) Relacéo entre
0 Log da massa molecular dos compostos e volume eluido na coluna até a saida de cada proteina.

2.5.3 Determinacao do tipo de flavina

Para a determinacédo do tipo de flavina recorreu-se a um método cromatografico de HPLC. A
Coluna Nova Pack C18 de fase reversa foi equilibrado com 0.1M acetato de amdnio pH6:metanol (95:5)
e o gradiente foi realizado de 0-100% com 0.1M acetato de amonio pH6 :metanol (80:20).

A amostra proteica foi preparada para uma ter uma concentracdo final de 20 UM num volume
final de 200 pL, permutada com H,O mili-Q e filtrada (0.22 pm). A amostra foi entdo aquecida a 100°C

durante 20 min, e posteriormente centrifugada a 13000 rpm durante 15 min e o sobrenadante foi entdo
levado para o HPLC.

Os padr@es (FAD, FMN) foram preparados a uma concentracao final de 20 uM em H,0 mili-Q
e filtrados (0.22 pm).
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2.6 Cristalografia
2.6.1 Cristalografia do enzima FDP

Numa primeira fase de obtengéo de cristais do enzima FDP foi utilizado o kit Structure Screen
1 + 2 HT-96 da marca Molecular Dimensions 51, A escolha deste kit para a primeira abordagem de
cristalizacdo deveu-se ao fato, deste apresentar uma vasta gama de varidveis de pH e agentes
precipitantes, permitindo assim obter uma maior triagem de cristalizacdo. A placa de cristalizacdo foi
feita com o auxilio do robo de cristalizagdo da marca Digilab, modelo Honeybee X8.

Para uma maior triagem, para cada condicdo do kit acima mencionado foram feitas trés
variagdes de proporcoes de proteina contra solucédo de cristalizacdo, variando-se em 1:1, 1:2, e 2:2.

A amostra do enzima foi preparada para se encontrar a uma concentra¢cdo de 10 mg/mL num
volume final de 200 pL, diluida em 50 mM Tris HCI pH7.5, 10% glicerol.

Com os resultados positivos obtidos na placa de cristalizagdo foram feitos ajustes na condi¢éo
de cristalizacdo de modo a melhor a qualidade dos cristais.

2.6.2 — Cristalografia do enzima HMW-Rd

No caso da HMW-Rd, foram preparadas duas amostras distintas do enzima, sendo que uma
apresentava uma concentracdo de 8 mg/mL diluida em 50mM Tris HCI pH7.5, 18% glicerol, 37% 150
mM NaCl e uma segunda amostra preparada a uma concentra¢ao de 16 mg/mL diluida em 50mM Tris
HCI pH7.5, 4,5% glicerol.

Foi utilizado o0 mesmo Kit referenciado acima como primeira tentativa de cristalizacdo, tendo-
se realizado o mesmo procedimento descrito para o enzima FDP, tendo sido feitas 3 placas de
cristalizacdo uma com a primeira amostra que apresentava 10 mg/mL de proteina com 18% de glicerol,
uma segunda placa com a amostra de 16 mg/mL de proteina em 4.5% de glicerol com 30% de humidade
e uma terceira placa com a mesma amostra da placa anterior com 80% de humidade.

2.6.3 Cristalografia da proteina Rubredoxina

Em relacdo a proteina rubredoxina, realizaram-se dois procedimentos distintos devido ao fato
de este tipo de proteina ser bastante estavel e dificil de cristalizar.

O primeiro procedimento realizado foi idéntico ao efetuado com o enzima FDP utilizando o kit
Structure Screen 1 + 2 HT-96 da marca Molecular Dimensions 531 usando-se neste caso a proteina a
uma concentracdo de 8 mg/mL em 50mM Tris HCI, 10%qglicerol.

O procedimento seguinte foi realizado com base nos trabalhos efetuados por Siker, L. e seus
colaboradores, que cristalizaram um grande numero de rubredoxinas nomeadamente Rubredoxina de
Clostridium pasterianum e Desulforibrio vulgaris, através do uso de sulfato de aménio como agente
cristalizante. 7%

20



Seguindo a metodologia desses trabalhos o tampéo da proteina foi alterado, encontrando-se a
proteina a uma concentragdo de 10 mg/mL em 0.1M citrato pH 4.

Com base nessa informacdo, utilizou-se o kit Grid Screen AmMonium Sulphate da marca
Hampton Research, que € um kit de reagentes projetado para fornecer um rastreiro rapido de condi¢Ges
de cristalizacdo com base em concentracdes crescentes de sulfato de amédnio (0.8-3M) em diferentes
valores de pH (4-9). B9

2.7 Métodos espectroscépicos
2.7.1 Titulagbes Redox

A titulacdo Redox foi seguida por espectroscopia de absor¢do UV-VIS, tendo os espectros tido
sido adquiridos por um espectrofotémetro de duplo feixe, Perkin Elmer lambda 35, utilizando um
elétrodo combinado de platina e Ag/AgClI previamente calibrados com uma solucdo saturada de
quinidrona a pH 7 B,

Estes ensaios realizaram-se a temperatura ambiente , em 50 mM Tris HCI, 18% glicerol pH7.5
em condic¢des anaerdbicas (solugdes desarejadas com um fluxo continuo de argon) e na presenca de
glucose oxidase (280 nM), catalase (640 nM) e glucose (1ImM), com uma concentragao de proteina de
aproximadamente 35 pM, na presenca de mediadores redox de modo a mediar o potencial na gama de
+265 mV e -275 mV [ e a variagéo do potencial foi conseguida com adicdes sucessivas de 0.01 mM de
ditionito de sodio

Os mediadores utilizados foram (0.5 uM cada): acido 1.2-naphtoquinona-4-sulfurico, trimetil-
hidroquinona, 1.4-naftoquinona, menadiona, plumbagina, indigo trisulfirico, fenazina, 2-hidroxil-1.4
naftoquinona, antraquinona e tetrametil-p-fenilenodiamina .

Os potenciais lidos foram posteriormente, convertidos para o potencial corrigido em relagdo ao
elétrodo padréo de hidrogénio pela seguinte formula:

EO= EOLido + (211+ [EQuinidrona— 75] ) (4)

2.7.2 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica

Os espectros de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) foram obtidos num
espetrometro Bruker EMX equipado com um criostato de fluxo continuo de hélio ESR 900 da Oxford
instruments a 4.6 -7 K, com uma frequéncia de microondas de de 9.34 GHz, uma poténcia de 2mW e
uma amplitude de modulagdo de 10 G.

2.7.3 Ensaios Cinéticos

Os espectros de UV-VIS seguintes, foram obtidos com o auxilio de um espectrofotémetro
Shimadzu UV-1800 e por um Diode-Array da marca Biologic. Os ensaios cinéticos foram efetuados em
condicdes anaerodbicas, a temperatura ambiente em 50 mM Tris HCI, pH 7.5, 18% glicerol e na presenca
de 280 nM glucose oxidase, 640 nM catalase e 1mM glucose.

Todas as proteinas e reagentes foram desarejados para minimizar a presenca de oxigénio nos
ensaios.
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2.7.3.1 Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd

De modo a se determinar a atividade NAD(P)H-oxidoredutase do HMW-Rd foi realizado um
conjunto de ensaios nos quais se variou o tipo de aceitador de eletrdes (DCPIP, ’2.6 -
Diclorofenolindofenol’ ou Rd) e de dador de eletroes (NADPH e NADH) na presenga de 0.2 uM HMW-
Rd.

No ensaio da atividade oxidoredutase com DCPIP a uma concentracdo de 0.05 mM, foi
analisado o decréscimo da absorvancia a 600 nm tendo como doador de eletrdes diferentes
concentracdes (0 — 150 uM) de NADPH ou NADH 71,

Em relagdo a atividade oxidoredutase com os doadores de eletrdes NADH e NADPH (200 uM),
foi analisado o decréscimo da absorvancia a 340 nm tendo como aceitador de eletrdes diferentes
concentragdes de DCPIP (0- 150 uM) ou Rd (0-100 uM) &7,

2.7.3.2 Transferéncia eletronica da HMW para Rubredoxinas de diferentes organismos

De modo a verificar a existéncia de transferéncia eletronica entre o enzima HMW-Rd e
rubredoxinas, realizou-se um ensaio preliminar no qual varios tipos de Rds foram incubadas com HMW-
Rd na presenca de 5 mM NADH sendo as cinéticas seguidas a 490 nm.

Neste ensaio foram utilizadas rubredoxinas de varios organismos: dominio rubredoxina da
flavorubredoxina de E.coli, rubredoxina de Archaeoglobus fulgidus tipo 1, rubredoxina de
Archaeoglobus fulgidus tipo2, rubredoxina de Pyrococus furiosus e rubredoxina de Clostridium difficile
(Rd-Cd).

Foi também realizado em paralelo um alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da
Rd de C.difficile contra a sequéncia de um conjunto de rubredoxinas de varios organismos com o
objetivo de se verificar a semelhanca entre elas.

2.7.3.3 Transferéncia eletrdnica entre as trés proteinas (HMW-Rd; Rd; FDP)

Em continuacdo dos ensaios realizados no topico acima tentou-se verificar a existéncia de
transferéncia eletrénica ao longo do possivel mecanismo de reducdo do O, e do NO. Para tal, testou-se
as proteinas HMW-Rd (5 e 20uM) e Rd de C. difficile (20uM) de modo a observar a capacidade de
reduzir FDP (20 uM) na presenca de 1 mM NADH.

Estes ensaios foram realizados num aparelho Shimadzu UV-1800 ao longo de 30 min.

2.7.3.4 Transferéncia eletrénica na reduc¢do do Oze do NO

Apos se ter confirmado a existéncia de transferéncia eletronica ao longo da cadeia testou-se a
possivel reducéo tanto do oxigénio como do oxido nitrico. Para isso, utilizou-se 5uM de HMW-Rd e 20
MM de Rd e FDP na presenca de 1 mM NADH e foi adicionado tamp&o (50 mM Tris HCI pH7.5, 18%
glicerol) saturado com Oz ou NO.
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Estes ensaios foram também realizados no aparelho de Diode-Array. Nos ensaios que se
analisou a reducdo do oxigénio por parte das enzimas ndo foi adicionado glucose oxidase, glucose para
n&o influenciar os resultados.

2.8 Méetodos Amperométricos

Antes dos ensaios amperomeétricos foi realizado um alinhamento multiplo da sequencia do FDP
com outros FDPs para os quais se conhecia o substrato especifico (O, e/ou NO) 1,

Para tal, utilizou-se FDP de G.intestinalis (PDB=2Q9U), de T.maritima (PDB=1VMEA),
M.marburgensis (PDB=20H]I) que sdo seletivos para oxigénio, E.coli FDP-D (PDB=4D02) descrito
como sendo seletivo para o0 NO e ainda M.thermoacetica (PDB=1YCFC) e de D.gigas (PDB=1E5DA)
que ndo sdo seletivos para nenhum dos substratos 521,

Apos a verificacdo pela sequencia de qual o substrato preferencial do enzima foi verificado a
sua atividade das para o consumo dos substratos oxigénio e NO através de ensaios amperométricos.

2.8.1 Consumo de oxigénio

Nos ensaios em que se tinha como objetivo verificar o consumo de oxigénio do sistema utilizou-
se o0 aparelho de respirometria de alta resolu¢édo — Oroboros Intruments Oxy-graph 2K, equipado com
um elétrodo de Clark.[]

O elétrodo de Clark é um elétrodo constituido por um catodo, geralmente composto por ouro, e
um anodo formado por um elétrodo de Ag/AgCl, ambos mergulhados em uma solucdo KCI. Este
elétrodo em solucéo atinge um potencial de aproximadamente os 800 mV.

Estes ensaios foram realizados & temperatura ambiente em 50 mM Tris HCI pH 7.5, 18%
glicerol .

2.8.1.1 Consumo de oxigenio pelas enzimas

Nesta fase analisou-se 0 consumo de oxigénio por parte das diferentes proteinas de modo a
verificar o seu possivel papel no organismo.

Para isso foram realizados ensaios nos quais se variou a concentracdo das proteinas de modo a
tentar perceber a contribui¢do de cada uma no consumo de oxigenio.

As enzimas foram adicionadas sempre na mesma ordem e sO se variou a concentragdao de uma
das proteinas em cada ensaio. As proteinas foram adicionadas da seguinte forma: HMW-Rd (0 -20 uM),
Rd (0- 200 pM) e FDP (0-20 puM) sempre na presenca de 5 mM NADH, 7 nM catalase e 1.3nM SOD-
Figura 14.
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Figura 14 - llustracdo da metodologia utilizada nos ensaios realizados para a determinacéo da reducéo
de oxigénio pelas proteinas

2.8.2 Consumo de 6xido nitrico

Nos ensaios em que se tinha como objetivo verificar o consumo de NO do sistema utilizou-
se 0 aparelho de detecdo de radicais livres - Apollo 4000, acoplado a um elétrodo especifico para a
detecdo de d6xido nitrico.

Estes ensaios foram realizados & temperatura ambiente em 50 mM Tris HCI pH 7.5, 18%
glicerol, 20uM EDTA e na presenca de catalase (130 U/mL), glucose (10 mM) e glucose oxidase
(4U/mL).

2.8.2.1 — Consumo de 6xido nitrico pelos enzimas

O consumo de NO por parte das diferentes proteinas foi avaliado realizando ensaios nos quais
se variou a concentracao do enzima FDP de modo a tentar perceber a contribui¢do deste no consumo de
oxido nitrico.

As proteinas foram adicionadas sempre na mesma ordem e s0 se variou a concentragdo de FDP
(0-1.2 uM). As proteinas foram adicionadas da seguinte forma: HMW-Rd (0.5uM), Rd (20 uM) e FDP
(0-1.2uM) na presenca de 5 mM NADH, como demonstrado na Figura 15.
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Figura 15 - llustracdo da metodologia utilizada nos ensaios realizados para a determinacéo da
reducdo do NO pelas proteinas

2.9- Atividade peroxidase do FDP

Por ultimo e com o objetivo de avaliar a atividade do enzima FDP para um terceiro substrato, o
peroxido de hidrogénio, H.O,, realizou-se um conjunto de ensaios nos quais se variou a concentragdo
de H20O, de modo a se observar o consumo do NADH pelas enzima fase a variagéo de concentragdo do
substrato.

Os ensaios foram seguidos a 340 nm utilizando um espectrofotometro da marca Shimadzu UV-
1800 em condigdes anaerdbias. As proteinas foram adicionadas sempre na mesma ordem e s6 se variou
a concentracdo de substrato (0-10 mM). As proteinas foram adicionadas da seguinte forma: HMW-Rd
(5uM), Rd (5 uM) e FDP (5 uM) sempre na presencga de 200 uM NADH, como demonstrado na Figura
16.
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Figura 16 - llustragdo de um ensaio modelo realizado para a determinagéo da atividade peroxidase do FDP.
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3. Resultados/Discussao

3.1 Testes de expressao e purificagdo das proteinas
3.1.1 Testes de expressao da enzima HMW-Rd

Os testes de expressdo efetuados para o enzima HMW-Rd, apresentaram resultados positivos
em todas as condicOes testadas, — Figura 17, visto que em todas as amostras existe uma banda de
expressao predominante localizada entre as bandas de 31 e 21.5kDa do marcador (Biorad LMW “’low-
Ranger SDS-PAGE Standards’’) correspondente a proteina de interesse, sendo o tamanho esperado, de
23kDa.

Figura 17- SDS -PAGE 15% das amostras dos testes de expressdo de HMW-Rd. A) Amostras dos crescimentos
induzidos a uma densidade 6ptica (O/D) de 0.8 com concentragdes de IPTG de 0.1 a1 mM, as 2, 4 e 6 horas ap6s
indugdo . B) Amostras dos crescimentos induzidos a uma (O/D) de 1.8 com concentragdes de IPTG de 0.1 a1
mM, as 2, 4 e 6 horas ap6s indugdo. C) Amostras dos crescimentos recolhidas apés um teste decorrido durante
toda a noite induzidos a uma densidade otica (O/D) de 0.8 e 1.8 com concentracdes de IPTG de 0.1 a 1 mM. D)
Solubilidade do enzima nas diferentes condicoes testadas recolhidas apds um crescimento durante toda a noite,
tendo sido aplicadas no gel amostra do pellet (P) e do sobrenadante (S)

Apo6s uma analise de todas as condicGes testadas, apurou-se que a melhor condicao de expressao
foi analisada quando o crescimento era induzido a uma densidade ética de 0.8, sendo indiferente a
concentracdo de IPTG utilizada para a inducao tendo o crescimento durado 6 horas ap6s as células terem
sido induzidas -Figura 17A.

Como a concentragdo de IPTG foi indiferente para a qualidade de expressao da proteina utilizou-
se uma concentracdo de 0.1mM de IPTG na expressao da mesma, devido ao fato deste em elevadas
concentracdes ser toxico para a célula.

No que diz respeito a solubilidade da proteina, — Figura 17 D — conclui-se que a mesma se
encontrava soltvel em todas as condic¢@es testadas, sendo que as amostras foram recolhidas depois de
um crescimento que decorreu durante toda a noite.
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3.1.2 Purificacdo das proteinas
3.1.2.1 - Proteina Flavodiférrica (FDP)

O cromatograma da passagem do enzima na coluna de Q-Spharose esta representado na figura
18, na qual se pode observar que a 50% do gradiente de 0-1M NaCl existe uma banda de absorvéncia
méaxima a 280 nm correspondente a elui¢do da proteina na coluna.
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Figura 18 - Cromatograma obtido a 280nm na purificacdo do enzima FDP, representado a separagdo
de diferentes proteinas a saida da coluna Q-Spharose (linha preta) ao longo de um gradiente de 0-1M
NaCl, (linha amarela).

Devido a fragilidade da proteina em reter os cofatores, 0 enzima nao foi sujeita a passagem
noutra coluna, para uma purificagdo mais eficiente.

Como o enzima apos se ter realizado as quantificacBes de proteina, ferro e flavina apresentava
resultados muito inferiores ao esperado para este tipo de enzima, foi realizado uma reconstituicdo de
modo a se tentar completar a proteina com ferro e flavina. Deste modo foi incubada durante 24 horas
com FeSO4 e FMN 5x mais concentrados em relacdo a quantidade de proteina, na presenca de 0.5 M
ditiotreitol (DTT). Apds esse tempo a proteina foi centrifugada a 7000 rpm, durante 10 min a 4°C, e 0
tampao foi permutado para 50 mM Tris Hcl pH7.5, 18% glicerol, com o auxilio de um centricon com o
objetivo de remover o0 excesso de cofatores.

Os espectros de UV-VIS das fracdes inicial e final apds reconstituicdo estdo representados na
figura 19, podendo-se observar que apos este processo o enzima pelos cofatores o razo de absorvancia
AzsoAsso passou de 15.4 para 8.1 e que a razédo ferro/proteina e flavina/proteina foi concordante com
proteinas deste tipo, apresentando cerca de 2 ferros por proteina e 1 flavina por proteina.
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Figura 19 — Espetros de absor¢do UV-VIS da fragdo obtida na coluna Q-Spharose (linha cinzenta) e da fragdo reconstituida
com Fe e flavina (linha preta) em tampdo 50mM Tris HCI pH7.5 + 18% glicerol no estado oxidado

No final foi realizado um gel de SDS-PAGE com todas os passos de purificacdo para verificar
0 seu estado pureza -Figura 20 A- podendo se observar que a proteina apresenta o tamanho esperado de
45 kDa. A amostra da fracdo final esta representada na figura 20 B exibindo uma tonalidade laranja, da
possivel contribuicdo da flavina e dos dois ferros.

(kDa) M  Dialise Qs Reconstituida

Figura 20 A) SDS-PAGE 15% das amostras recolhidas na apos didlise (D), fracdo obtida na Q-Spharose (QS) e apos
reconstituicdo. B) Fracéo final em tamp&o 50mM Tris-HCI pH7.5 + 18% glicerol.

3.1.2.2 Rubredoxina com alto peso molecular (HMW-Rd)

No caso da HMW-Rd foi estimado também o ponto isoelétrico, a partir da sequéncia, obtendo-
se um valor de 5.2. Deste modo realizou-se 0 mesmo procedimento de purificacdo da coluna de troca
anionica.

O cromatograma da passagem do enzima na coluna esta representado na figura 21, observando-
se que apesar de ter sido a primeira coluna de purificacdo, conseguiu-se separar muitos contaminantes
ao longo do gradiente. Independentemente de ndo haver uma banda de absor¢do maxima, conseguiu-se
detetar a fracdo correspondente a proteina de interesse pela cor observada nos tubos de ensaio recolhidos
no final, verificando que o enzima eluiu da coluna a 35% do gradiente efetuado.
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Devido a mesma razdo do enzima FDP, a HMW-Rd nao foi sujeita a passagem noutra coluna.

600

= LN
o B o
Lo R

Abs (280 nm)
(%)
[}
L ]

(linha amarela)

-
|
|
|
|
|
|
|

ol

‘In. 4"

500

Tempo (min)

Figura 21 Cromatograma obtido a 280nm na purificagdo do enzima HMW-Rd, representado a separagdo de
diferentes proteinas a saida da coluna Q-Spharose (linha preta) ao longo de um gradiente de 0-1M NaCl,
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Apos a passagem pela Q-Spharose obtiveram-se 4 fragdes que diferiam entre si pela presencga
ou auséncia de cofatores (ferro e flavina) -Figura 22 — observando-se que 0s espectros de UV-VIS
apresentam diferencas de fracdo para fragdo, sendo que as maiores alteragdes séo verificadas nas fragdes
I, Il e IV. A fracdo | ndo apresenta absorcdo a 450nm correspondente a flavina apresentando na sua
constituicdo somente o ferro como cofator exibindo a amostra uma coloracdo com uma tonalidade rosa.
Em relagdo a fragdo 111, apresenta bandas de absorcéo a 450 nm correspondente ao cofator flavina e a
490/570 nm correspondente ao centro rubredoxina, apresentando deste modo os dois cofatores do
enzima. A fragdo IV ao contrario da fracdo | apresenta uma banda de absorcdo a 450 nm correspondente
a flavina, porém apresenta muito pouca absor¢do a 570 nm o que indica que o centro rubredoxina ndo
tem ferro no seu centro; neste caso a amostra apresenta uma tonalidade amarela correspondente a

presenca dominante do cofator flavina.
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Figura 22 — Espetros de absor¢do UV-VIS das 4 fragdes do HMW-Rd nativas obtidas ap6s passagem pela

coluna O-Spharose em 50mM Tris HCI pH7.5 + 18% alicerol no estado oxidado.
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Embora todas as fracdes apresentassem o tamanho esperado (23 kDa) — Figura 23A -, somente
a fracdo Il e 11l apresentam pelo espectro a presenca dos dois cofatores 2%, Embora tanto a fracéo Il
como Il apresentassem o enzima completo a fracdo Il encontrava-se muito impura apds a passagem na
Q-Spharose, por esse motivo utilizou-se a fragdo 111 para a realizacdo dos ensaios seguintes. No final da
eluicdo da Q-Spharose foi permutado o tampao das quatro fragbes para 50 mM Tris HCI pH7.5 + 18%
glicerol. Na figura 23B esté ilustrada a fragdo 111 final do enzima apresentando uma coloragéo alaranjada
correspondente as contribui¢@es do cofator flavina e do centro rubredoxina.

(kDa) M Dialise QS
F.1 FII FHI FIV

Figura 23-A) SDS -PAGE 15% das amostras recolhidas apds dialise e das fragdes obtidas na Q-Spharose (QS). B)
Fragdo final em 50mM Tris-HCI pH7.5 +18% glicerol.

Os resultados obtidos vdo de encontro com os resultados apresentados para um enzima
homologo a0 HMW-Rd de Morella thermoacetica, verificando-se uma auséncia de banda de absorgao
a 490 e a 570 nm quando o centro rubredoxina contém zinco -Figura 22, Fracdo IV- em vez de ferro. 2%

3.1.2.3 Rubredoxina de Clostridium difficile (Rd)

A rubredoxina passou por 2 passos de purificacdo, tendo sido realizado uma dialise, seguida de
uma coluna de troca aniénica Q-Spharose e por fim uma coluna de exclusdo molecular Superdex S75

Antes de passar na Q-Spharose foi determinado também o ponto isoelétrico da proteina para se
escolher o tipo de resina a utilizar e o tipo de gradiente a efetuar. Foi determinado um ponto isoelétrico
de 4.0 para a proteina, do mesmo modo das anteriores, tendo-se utilizado a amostra a um pH 7.5 numa
coluna equilibrada com 20mM Tris HCI,10% glicerol a pH7.5.

O cromatograma da passagem da proteina na coluna Q-Spharose esta representado na figura 24
A, no qual se pode observar que a 30% do gradiente efetuado existe uma banda de absorvancia méaxima
a 280 nm correspondente a elui¢do da proteina da coluna.

Essa fracéo foi posteriormente concentrada e injetada na coluna de exclusdo molecular Superdex
S75 — Figura 24 B; ao longo das trés injecGes efetuadas observou-se uma banda predominante a 280 nm
correspondente & saida da proteina de interesse da coluna. No final concentraram-se as trés fragdes e
permutou-se o tampé&o para 50mM Tris HCI pH7.5 + 10% glicerol e avaliou-se o seu estado de pureza.
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Figura 24 — A) Cromatograma obtido a 280nm na purificacdo da proteina Rd, representado a separacéo de diferentes proteinas
a saida da coluna Q-Spharose (linha preta) ao longo de um gradiente de 0-1M NaCl, (linha amarela). B) Cromatograma obtido
a 280nm na purificacdo da proteina Rd, representado as trés injecGes e separagdo de diferentes proteinas a saida da coluna
SuperdexS75 (linha preta)

Obteve-se uma fragdo com um espectro de UV-VIS caracteristico de rubredoxinas **! — Figura
25 — com bandas de absorcéo a 350, 380, 490 e 570 nm
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Figura 25- Espectro de Absorc¢do UV-VIS da rubredoxina oxidada de C.difficile em 50mM Tris HCI pH7.5 +
10% glicerol, exibindo as bandas de absorgdo maximas caracteristicas de proteinas deste tipo.

O grau de pureza foi analisado também por SDS-PAGE, concluindo-se deste modo, que a
proteina apds a passagem na coluna de exclusao molecular ficou pura, resultando numa uma Unica banda
abaixo dos 14.4 kDa — Figura 26 A- sendo que a massa molecular esperada através da sequéncia de
aminoacidos é igual a 5.85 kDa. A fracdo final da amostra proteica esta representada na figura 26 B
apresentando uma tonalidade vermelho escuro.
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Figura 26- A) SDS —-PAGE a 15% das amostras recolhidas a ap6s dialise, fracdo obtida na Q-Spharose (QS) e
obtida na Superdex S75(S75). B) Fracdo final em 50mM Tris-HCI pH7.5 +10% glicerol.

3.2 — Caracterizacgao das proteinas
3.2.1 -Quantificacoes

De acordo com as caracteristicas de cada uma das proteinas é expectavel que a proteina
flavodiférrica apresente 1 flavina e dois ferros por monémero?®l, a HMW-Rd exiba a presenca de 1
flavina e de 1 ferro, 2 e a rubredoxina 1 ferro por proteina*®l. Na tabela 2 encontra-se um resumo das

quantificagdes das trés proteinas.

Tabela 2 -Quantificagéo das proteinas em relagdo a concentracédo de proteina, ferro e flavina.
Flavina/ Rendimento

[Proteina] pM Fe/Proteina Protei
roteina (mg/L crescimento)

Rd 1315 1.25 - 56
HMW-Rd 996 0.25 0.12 13
FDP 339 2.53 0.83 18

As quantificacOes de Rb e de FDP estdo de acordo com o valor esperado, porém no caso do
HMW-Rd a quantificacdo de ferro e flavina por proteina ndo foi o mais correto, podendo ser uma das
causas a ma quantificacdo deste enzima devido ao fato da proteina ainda se encontrar impura
subestimando a quantificacdo da mesma, ou podera ter havido uma incompleta incorporacdo dos

cofatores.
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3.2.2 — Determinacao do estado oligomérico
3.2.2.1 — Determinacéo do estado oligomérico do FDP

Para a determinacao do estado oligomérico da proteina flavodiférrica, a proteina foi eluida numa
coluna analitica de exclusdo molecular Superdex 200 10/300GL; a coluna foi calibrada com varias
proteinas de massa molecular conhecida.

Deste modo, foi possivel determinar uma massa molecular para a FDP de 175.kDa — Figura 27.
Como cada mondmero da FDP apresenta uma massa molecular de 44.9 kDa com base na sequéncia
primaria da proteina, os dados indicam que em solugdo esta presente um tetramero, tal como acontece,
por exemplo, com as FDPs de Clostridium acetobutylicum e Giardia intestinall.
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Figura 27- A) Cromatograma obtido a uma absorvancia de 280 nm da elui¢do da FDP (linha amarela) e da mistura de padrdes
(linha preta) na coluna analitica Superdex200 10/300GL. B) Reta de calibracdo contendo o Log das massas moleculares dos
padrdes conhecidos (pontos pretos) e da massa molecular da amostra (ponto amarelo)

3.2.2.2 — Determinacao do estado oligomérico do enzima HMW-Rd

Do mesmo modo, para a HMW-Rd, obteve-se uma massa de 51,5 kDa - Figura 28, o que ¢
compativel com a presenga de um homodimero (massa estimada de cada monomero é de 23.5 kDa), tal
como descrito para a proteina homéloga de Morella thermoacetica 2%,
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Figura 28- A) Cromatograma obtido a uma absorvéancia de 280 nm da eluicdo do HMW-Rd (linha laranja) e do padréo (linha
preta) na coluna analitica Superdex200 10/300GL. B) Reta de calibracdo contendo o Log das massas moleculares dos padroes
conhecidas (pontos pretos) e da massa molecular da amostra (ponto laranja)
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3.2.3 — Determinacéo do tipo de Flavina

Tanto o FDP como o0 HMW-Rd apresentam um cofator de flavina na sua estrutura. De modo a
determinar o tipo de flavina presente nos dois enzimas foi realizado uma cromatografia de HPLC,
utilizando uma coluna de fase reversa.
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Figura 29- Cromatogramas utilizados para a determinagéo do tipo de flavina presente no HMW-Rd (A) e na FDP
(B) (linha verdes), usando FAD (linha azul) e FMN (linha preta) como padrdes. Elui¢cdo mediante um gradiente O-
100% de acetato de amonio 0.1M:MeOH (80:20) (linha amarela), seguido a uma absorvancia de 450nm.

Em ambos os enzimas a flavina correspondente foi FMN (Mononucledtido de flavina)
apresentando um tempo de retencdo de 22 min equivalente ao tempo de retengdo observado para o
padrdo de FMN- Figura 29

3.2.4 — Cristalografia
3.2.4.1 — Cristalografia da proteina Flavodiférrica

Ao se ter utilizado o kit Structure Screen 1+2 HT-96 como referido nos Materiais e Métodos
verificou-se que em duas condi¢des principais houve a formacao de cristais, porém na condicdo que
tinha como agente cristalizante 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sddio pH6.5, 20% PEG
8000 na proporgéo 1:1., os cristais resultantes apresentavam um aspeto mais abundante e robusto- figura
30 - exibindo uma forma de agulhas muito finas.

Figura 30 — Cristais do enzima FDP obtidos na condi¢do de cristalizacdo 0.2M acetato de
magnésio, 0.1M cacodilato de sédio pH6.5, 20% PEG 8000 na proporgéo 1:1
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No esforco de se tentar melhorar a forma dos cristais variou-se a percentagem de PEG8000 (10
- 30 % PEG8000), com e sem hexamina de cloreto de cobalto (111) e incubou-se as placas de cristalizacdo
a20ea30°C.

Com essas alteragdes conseguiu-se alterar o aspeto e a forma dos cristais - Figura 31 —obtendo-
se agulhas mais grossas e maiores — Figura 31A — na condicdo de cristalizacdo, 0.2M acetato de
magnésio, 0.1M cacodilato de s6dio pH6.5, 15% PEG 8000 na proporcéo 1:1 a 20°C, bastonetes- Figura
31B - na condicéo de cristalizacdo, 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sédio pH6.5, 14%
PEG 8000 na proporcdo 1:1 a 20°C e placas em forma de losango exibindo uma coloragéo alaranjada
— Figura 31C - na condi¢do, 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sodio pH6.5, 13% PEG
8000 na proporc¢éo 1:1 a 30°C.

Figure 31 — Cristais do enzima FDP. A) Cristais obtidos na condi¢do de cristalizagdo 0.2M acetato de
magnésio, 0.1M cacodilato de sédio pH6.5, 15% PEG 8000 na proporcdo 1:1 a 20°C. B) Cristais obtidos na
condicdo de cristalizacdo 0.2M acetato de magnésio, 0.1M cacodilato de sédio pH6.5, 14% PEG 8000 na
propor¢do 1:1 a 20° C) Cristais obtidos na condi¢do de cristalizagdo 0.2M acetato de magnésio, 0.1M
cacodilato de sodio pH6.5, 13% PEG 8000 na propor¢do 1:1 a 30°

3.2.5- Estruturas obtidas por homologia
3.2.5.1 — Estrutura da FDP obtida por homologia

Com a sequéncia de aminoacidos do FDP recorreu-se a ferramenta online PHYRE2 [“4
disponibilizada em www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index, de modo a se criar um
modelo da estrutura da rubredoxina com base na homologia com outras proteinas com estrutura
conhecida.

Com a sequencia da FDP, obteve-se um modelo para a FDP de Clostridium difficile construido
por homologia com a estrutura do homodimero da FDP classe A de Moorella thermoacética
(PDB=1ycq), apresentando 100% de confianca e 40% de identidade.

Como a estrutura criada ndo apresentava os cofatores (FMN e ferros) na estrutura do enzima
para tal, sobrepds-se a estrutura do homodimero da FDP classe A de Moorella thermoacética
(PDB=1ycq) e retiraram-se as coordenadas tanto da flavina como dos dois ferros, obtendo-se desse
modo a estrutura modelo ilustrada na figura 32

37


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

Figura 32 - Estrutura do homodimero da FDP de Clostridium difficile construido por homologia através
do programa PHYRE? utilizando como proteina modelo com a estrutura do homodimero da FDP classe
A de Moorella thermoacética (PDB=1ycg)

3.2.5.2 — Estrutura da rubredoxina obtida por homologia.

O resultado obtido foi a estrutura representada na Figura 33 - construida com base na estrutura
de rubredoxina de Desulforibrio vulgaris- Miyazaki f. (PDB: 2rdv), tendo uma identidade de 42% com
99.9% de confianga.

Como a proteina obtida ndo possuia as coordenadas do Fe na proteina, sobrepds-se a estrutura
da rubredoxina de C. difficile obtida por homologia com a estrutura da rubredoxina de Desulforibrio
vulgaris- Miyazaki f. e retirou-se as coordenadas do Fe acrescentou-se a rubredoxina de C.difficile.

O PDB final foi ajustado com auxilio do programa Coot, de modo as cisteinas ficarem
direcionadas para o Fe 2,

Figura 33 -Estrutura da rubredoxina de Clostridium difficile obtida por homologia com a
rubredoxina de Desulforibrio vulgaris- Miyazaki f. (PDB: 2rdv)
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3.3 — Ensaios espectroscépicos
3.3.1 — Titulagdes Redox

Com o objetivo de se determinar o potencial da transicdo do estado oxidado para o estado
reduzido das proteinas foram realizadas titulag6es redox. O potencial foi medido com um elétrodo de
platina e Ag/AgCl sendo posteriormente corrigido para o elétrodo de hidrogénio padrdo. O potencial da
proteina foi entdo determinado através da equacdo de Nernst (5).

E — Potencial

E° - Potencial lido
RT [Estado Oxidado]

oF log [Estado Reduzido] () R — Constante dos gases perfeitos

E=E°+
n- Numero de eletrbes

F — Constante de Faraday

3.3.1.1 — Titulacdo Redox do enzima FDP

No caso do FDP, a reducdo observada é atribuida somente ao cofator FMN, devido ao
coeficiente da absor¢cdo do centro binuclear (Fe-Fe) ser demasiado baixo e por esse motivo
negligenciado.

A reducdo da flavina oxidada depende dos motivos estruturais das proteinas, porque apesar da
flavina ser reduzida completamente com dois eletrdes (hidroquinona), esta pode apresentar um estado
semi-reduzido (semiquinona) quando reduzida com um so eletrdo. A semiquinona de flavina pode ser
protonada (semiquinona azul) ou desprotonada (semiquinona vermelha), sendo que essa distin¢do da
semiquinona é dependente do seu meio envolvente 341 Figura 34.
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Figure 34 — Estados redox do cofator flavina [4]

39



Estes dois radicais tém caracteristica de absorcdo distintos, sendo que a semiquinona azul
apresenta uma banda de absorcao entre 580 e 620nm, enquanto que a semiquinona vermelha tem uma
forte absorcdo a 380 nm e a 460 nm podendo conter uma absorcéo adicional a 400 nm B34,
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Figura 35 -A) Espectros de absor¢do de UV-VIS da titulagdo redox do enzima FDP de Clostridium difficile com 5
mM ditionito de sédio. B) Variagdo da absorvanciaa 450 nm C) Variagdo da absorvanciaa 360 nm

A titulagdo do FDP revelou um potencial de +70mV+20 e +30mV+10 provenientes da redugao
dO FMN Oxidado para 0 FMN semi-reduzido e dO FMN semi-reduzido pal'a 0 FMN reduzido , respetlvamente - Figura
35.

Com a titulacdo redox, pode-se observar também que o FMN do FDP parcialmente reduzido -
Figura 36 - apresenta na sua forma semi-reduzida uma semiquinona vermelha apresentando maximos
de absorc¢éo a 380, 400 e 460 nm
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Figura 36- A) Reducéo gradual do enzima FDP com ditionito de sédio 5mM. FDP oxidado (linha azul), semi-
reduzido (linha laranja) e reduzido (linha cinzenta). B) Curvas das diferentes populag6es oxidadas (linha azul)
semi-reduzido (linha laranja) e reduzido (linha cinzenta) ao longo do potencial obtidas pela equagédo de Nernst.
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3.3.1.2 — Titulacédo Redox do enzima HMW-Rd

Os potenciais de reducdo de ambos os dominios do enzima foram determinados por
potenciometria, da mesma forma que o enzima anterior.

Os potenciais de reducdo dos dois centros sdo praticamente idénticos, ndo sendo possivel
discrimina-los; obteve-se um valore de 45+10 mV correspondente ao dominio rubredoxina e de 355
mV para o dominio flavodoxina, ndo tendo sido, possivel observar a semiquinona da flavina — Figura

37.
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Figura 37-A) Espectros de absorcdo de UV-VIS da titulagdo redox do enzima HMW-Rd de Clostridium difficile com
5mM ditionito de sodio. B) Variacdo da absorvancia e 450 nm C) Variagcdo da absorvancia a 475nm

Do mesmo modo, tentou-se reduzir o enzima com quantidades equivalente de NADH em

condigdes anaerdbias.

Através dos espectros de absor¢do UV-VIS obtidos foi possivel confirmar que o enzima é

reduzido por NADH — Figura 38.
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Figura 38— Espectros de UV-VIS da titulagéo donﬁMW-Rd com quantidades equivalentes de
NADH em 50mM Tris HCI pH7.5, 18% glicerol
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E possivel também verificar que com a adicéo de 1 equivalente de NADH o centro rubredoxina
[Fe(SCys)a] desaparece por completo, o que parece indicar um potencial ligeiramente mais positivo para
este centro que o do FMN

3.3.1.3 - Titulacdo Redox da Rubredoxina

O potencial da Rubredoxina foi determinado usando os méaximos das bandas de absorcdo a 360
, 490 e 560 nm, sendo representado na figura abaixo, a reducdo da proteina pela titulacdo com ditionito
de sodio - Figura 39 .
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Figura 39- Titulagdo redox da proteina rubredoxina de Clostridium difficile com 5mM ditionito de
sodio. B) Variagdo da absorvancia a 490 nm ao longo do potencial a partir da equacéo de Nernst.

O potencial redox obtido através da equacdo de Nernst para esta enzima foi de +115mV + 5
mV.

O potencial determinado ficou situado entre a gama de potenciais conhecidos para proteinas
deste tipo, +125 mV para a rubredoxina de Guilardia theta [**Je -140 mV para o dominio Rd da FIRd de
Escherichia colif?®.

3.3.2 — Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica

A espectroscopia de ressondncia paramagnética eletronica foi utilizada para caracterizar os
centros férricos das diferentes proteinas.

3.3.2.1 — Espetro de RPE do enzima FDP

Foi tracado o espectro de RPE para o enzima FDP - Figura 40, sendo que na forma oxidada, s6
se obtém o sinal referente ao radical FMN com um valor de g~2estando o centro binuclear de ferro
totalmente oxidado (Fe'"'-Fe'""); como os dois ides de ferro estdo acoplados antiferromagnéticamente, o
centro ndo exibe espectro de RPE.
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Ao se reduzir o enzima com um equivalente de menadiol o centro binuclear de ferro fica com
um estado de valéncia mista, paramagnético (Fe'"'-Fe'"), obtendo-se um sinal rombico com valores de g
de 1.95, 1.91 e 1.79 caracteristico de proteinas diférricas %81, A observacdo deste sinal confirma a

presenca do centro diférrico.
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Figura 40 - Espectro de RPE do enzima FDP como isolado (linha vermelha) e no estado de valéncia mista (linha azul) reduzida
com menadiol, em 50mM Tris HCI pH 7.5, 18% glicerol, obtido a 7K , 2.4mW, 9,64GHz e 1mT . As setas pretas estdo a

indicar os valores de g do centro binuclear

3.3.2.2 — Espectro de RPE do enzima HMW-Rd e da Rd

Os espectros de RPE do HMW-Rd e da rubredoxina sdo caracteristicos para estas proteinas, -
Figura 41 - com o centro no estado férrico e S=5/2. Os valores de g para 0 HMW podem ser atribuidos
a um sistema com E/D ~0.2, e valores de g a 8.91, (dobleto fundamental, |+1/2>) e 5.00 e 3.70 (dobleto

do meio, [+3/2>).
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Figura 41 — A) Espectro de RPE do enzima HMW-Rd oxidado, em 50mM Tris HCI pH 7.5, 18%glicerol, obtido a4.6 K, 2.4
mW, 9.64 GHz e 1 mT de modulagdo de amplitude. As setas pretas indicam os valores de g presentes, B) Romograma com 0s

valores de g encontrados neste sistema.

43



Para a rubredoxina -Figura 42 - , o espectro de RPE pode ser interpretado como resultando de
um sistema com E/D~0.26, com gmax =9.24 para o dobleto [+1/2> e g a 4.72 e a 4.21 para 0 dobleto

|+3/2>.
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Figura 42 — A) Espectro de EPR da proteina rubredoxina oxidada, em Tris HCI 50mM pH 7.5, 10%qglicerol, obtido a 4.6 K ,
2.4 mW, 9.64GHz e 1mT de modulacdo de amplitude. As setas pretas estdo a indicar os valores de g. B) Romograma com 0s

valores de g encontrados neste sistema.

3.4 — Ensaios Cinéticos
3.4.1 — Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd

Na tentativa de se tentar analisar a possivel transferéncia eletrnica entre as trés proteinas,
comegou-se por verificar qual o melhor dador de eletrdes ao HMW-Rd, para isso utilizou-se NADH e

NADPH como dador inicial de eletrdes.

Desse modo, determinou-se a atividade NAD(P)H oxidoredutase do HMW-Rd por conjunto de
ensaios variando tanto o dador de eletres (NADH ou NADPH) como o aceitador dos mesmos (DCPIP
ou Rd de C. difficile).

Como ensaio preliminar testou-se varia¢@es de concentracéo tanto de NADH como de NADPH
funcionando como dador de eletrdes, utilizando como aceitador final de eletrées DCPIP, um aceitador
de eletrbes comum para NAD(P)H oxidoredutases. — Figura 43.
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Figura 43 — Atividade NAD(P) Oxidoredutase do HMW-Rd determinada com concentragdes
crescentes de NADH (pontos cinzentos) ou NADPH (pontos amarelos) como dadores de eletrdes
e DCPIP como aceitador de eletrGes seguido a comprimento de onda de 620 nm

Os ensaios seguiram uma cinética Michaeliana tendo sido possivel determinar os valores da
constante de Michaelis (Kv), medida inversa da afinidade do enzima para o substrato e o valor da
velocidade maxima da reagdo (Vmax).

Tabela 3 — Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd, determinagdo de Vmax e Km tendo NAD(P)H como
dador de eletrées e DCPIP como aceitador de eletrdes.

Enzima Substrato Vmax Kwm
(umoles/min.mg)  (UM)
HMW-Rd | DCPIP? 35 49

DCPIP® 27 127

aNADH usado como dador de eletrdes

bNADPH usado como dador de eletrdes

De acordo com os resultados obtidos -Tabela 3- pode-se presumir que em termos de dador de
eletres 0 NADH demonstrou um Ky muito inferior comparativamente ao dador de eletrées NADPH,
indicando que existe uma afinidade preferencial para o dador de eletrdes NADH.

De seguida verificou-se qual seria 0 comportamento do enzima fase a concentragdes crescentes
de aceitador de eletrdes, DCPIP, com quantidades constantes de dador de eletrdes, NAD(P)H — Figura
44,
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Figura 44 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd determinada com concentracfes

crescentes de DCPIP tendo como NADH (pontos cinzentos) ou NADPH (pontos amarelos) seguido a
comprimento de onda de 340 nm
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Os ensaios seguiram também uma cinética Michaeliana, em que indicaram — Tabela 4 — que
com a mesma quantidade de dador de eletrdes o enzima tem a mesma afinidade semelhante para doar
os electrdes, porém ao se utilizar NADH para dar inicio a reacdo a velocidade é mais rapida cerca 2
vezes do que se utilizar NADPH como dador de eletrdes.

Tabela 4 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd, determinacdo de Vmax e Km NAD(P)H como dador de
eletrdes e concentragdes crescentes de DCPIP como aceitador de eletrdes

Enzima Substrato  Vmax Kwm
(umoles/min.mg)  (UM)

HMW-Rd | NADH® 165 48

NADPH¢ 74 35

. °DCPIP usado como aceitador de eletrdes

Com a mesma metodologia, tentou-se verificar o comportamento do possivel aceitador do
mecanismo proposto, a rubredoxina, com quantidades constantes de dadores de eletrGes, NAD(P)H,
estando as curvas ilustradas na figura 45.
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Figura 45 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd determinada com concentrages crescentes de Rubredoxina
tendo como NADH (pontos cinzentos) ou NADPH (pontos amarelos) seguido a comprimento de onda de 340 nm

Tabela 5 - Atividade NAD(P)H Oxidoredutase do HMW-Rd, determinac¢do de Vmax e Km NAD(P)H como dador de
eletrdes e concentragdes crescentes de Rd como aceitador de eletrfes

Enzima Substrato Vmax Kwm
(umoles/min.mg) (UM)

HMW-Rd | NADH® 2.53 6

NADPH¢ 1.88 2

°Rd usado como aceitador de eletrdes

Os ensaios seguiram novamente uma cinética Michaeliana, indicando —Tabela 5 —que 0 enzima
apresenta uma afinidade muito superior para o aceitador de eletrdes Rd comparativamente ao DCPIP.
Foi tambem possivel verifica que embora o sistema apresente mais afinidade com o NADPH sendo o
dador de eletrdes, € mais rapido quando se utiliza NADH como iniciador da reag&o.
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Em suma, com este conjunto de ensaios conseguiu-se comecar a construir o possivel mecanismo
de transferéncia eletronica entre as trés proteinas, sabendo que tanto o NADH como o NADPH séo
eficientes na reducdo do HMW-Rd e posterior reducdo da Rd.

Nos ensaios seguintes foi utilizado o NADH como dador de eletrdes, devido a tornar a reacao
mais rapida.

3.4.2 — Transferéncia eletrdnica entre as proteinas

Seguindo o caminho do tdépico anterior, tentou-se verificar a possivel transferéncia entre as
proteinas, de modo a se compreender se existiria a passagem de eletrdes entre HMW-Rd para a Rd e
posteriormente para a FDP.

Nos ensaios anteriores verificou-se a capacidade do HMW-Rd transferir eletrfes para a Rd,
agora o objetivo era compreender se a Rd seria capaz de transferir os eletrdes para a FDP ou se a propria
HMW-Rd seria capaz de reduzir a FDP sem necessitar da ajuda da rubredoxina.

Por ultimo também se tentou verificar se apds a possivel redugdo da FDP, esta, seria capaz de
se oxidar na presenca de NO e/ou O e voltar a reduzir-se.

3.4.2.1 -Transferéncia eletronica do HMW-Rd para Rd de diferentes organismos

De modo a verificar a eficiéncia de reducdo da HMW-Rd para com a rubredoxina de C.difficile
foi realizado um ensaio em que a HMW-Rd teve como aceitador de eletrdes varias rubredoxinas de
organismos diferentes.

A diferenga entre elas foi analisada atraves de um alinhamento de sequéncias de aminoacidos
de rubredoxinas, ilustrado na figura 46, estando organizadas de ordem decrescente do potencial de
reducdo de cada uma — Tabela 6.

De acordo com o alinhamento multiplo podemos verificar que as sequencias sdo muito
conservadas entre elas apresentando os segmentos Cys-XX-Cys-Gly-(X):-Cys-XX-Cys-Gly altamente
conservados

Ao colocar as sequéncias por ordem decrescente do potencial de reducdo pode-se verificar que
a medida que o potencial desce para valores negativos - Tabela 6 -, ocorre a substituicdo de um residuo
de alanina por um residuo de valina - Figura 47. Porém quando os potenciais apresentam valores quer
muito positivos, quer muito negativos ocorre também substituicdo desse residuo que no caso da
rubredoxina de Guillardia theta, existe a substituicdo de uma alanina por uma serina e no caso do
dominio rubredoxina da FIRd de E.coli existe a substituicdo de uma valina por uma leucina.
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Cdificle - - - oo M AKYV -D 1 NWENMDEAAGL PDQGIAP K

Afulgidus_Tipo1 - - - - - - - - - - oo M AKYQE--TI GYVMDEAEGD PESDVSP K

Afulgidus_Tipo2 MGSSTSPRME WIWHTEVDKM AKYEM--QV GYVNMDEAEGD PDNDIPA K

Pfuriosus 0 - - - - - - oo oo AKWVER - - K 1| GYIMDEDAGD PDNGISP K

C.pasteurianum__V44A_ - - - - - - - - - - - - - - M KKYT -TV GYINPEDGD PDNGVNP D

D.desuffuricans = - - - - - - - - - - - MAEPQ DMWREQMVN GYV¥DPDREGD KRRKVPA K

Melsdenii - - - - - oo M DKYEM--SI GYIMDEAEGD -DGNVAA K

Dgigas 0000 - - e e e e e - o e e oo oo M DIYVE--TV GYENMDPAKGBD PDSGIKP K

D.vulgaris_Miyazaki - - - - - - - - - - - .- .. ... M KKYVE--TV GYEMDPAEGD PDNGVKP A

D.vulgaris_Hildenborough - - - - - - - - - - - - - ... ... M KKYVE--TV GYEMDPAEGD PDNGVKP S

P.oleovorans 0 - - - - - - - oo Y LKWI = [ GHIMDEALGD EAEGFTP R

B.methylotrophicum - - - - - - - - - - oo oo M QKYV DI GYVDPAVEGD PDNGVAP A

Hmobiis - - - - - oo M KKYGHE--LV GYV¥DPAKEGD PDHGIAP A

Cpasteurianum - - - - - - - - - - oo oo oo oo M KKYT - TV GYIMNPEDGD PDNGVNP D

Pfuriosus__A44V_ - - - - - - - - oo oo AKWV Kl GYI¥MDEDAGD PDNGISP K

Cthiosuffatiphilum - - - - - - - - - - ..o ... M QKYVE- -SV GYVMDPADGE PDDPIDP G

Tpalidum - - oo oo oo M GTYM DL GWGH¥NPEVED ADGGIPA A

Ctepidum - - - oo oo oo M QKWVE- -VP GYEMDPADGD PENGIEP A

Ecoli - e oo oo oo G PRMQHM- -SV QWIMDPAKGE PMQDVAP P
51 61 71 81

Conservation I q et * :

G.theta FVDLSDSFM ABRBPEKNQF KSIKKVIAGF AEN _

C.difficile WEELPEDFK LBMGEPKEMF TQL------- - - -

Afulgidus_Tipo1 WEDLPDDWV VEGEMTKDQF EKIE----- - -- -

Afulgidus_Tipo2 WEDLPDDWV VEBGEMSKDQF EKIED- - - - - - -

P furiosus FEELPDDWYV IMGEPKSEF EKLED- - - - - - -

C.pasteurianum__V44A_ F KD | PDDWV LBMGEMGKDQF EEVEE- - - - - - - A

D.desulfuricans FEDLPEDWR VEIGEBGKKSF RRLSDEA- - - - -

M.elsdenii FADLPADWYV TERGEDKDAF VKMD- - - - - - - - -

D.gigas FEDLPDDWA VEBGESKDAF EKQ-------

D.vulgaris_Miyazaki FEDVPADWYV IMGRPKSEF EPA-------

D.wulgaris_Hildenborough FDDLPADWYV, VEGEPKSEF EAA------- - - -

P.oleovorans FED | PDDWC DERGETKEDY VLYEEK---- -- -

B.methylotrophicum FADLPEDWYV ERGEISKDEF SPEA- - - - - - - - -

H.mobilis FEDLPADWYV LBMGEMSKDEF EPL------- - - -

C.pasteurianum FKDI1PDDWV LEMGEMGKDQF EEVEE- - - - - Vv

Pfuriosus__A44V_ FEELPDDWYV IMGMPKSEF EKLED- - - - - -

C thiosulfatiphilum FEDLPEDWYV VERIGEDKDLF EPES------ - - -

T pallidum FENLPDHWE LEMGEDKTSF VKV------- -- -

C.tepidum FEDLPEDWYV VEGEMDKSFF EPVS------ - - - -

E.coli WSEVPDNFL EMSHMGKDVF EELASEAK-- - --

Figure 46 - Alinhamento da sequencia de aminodcidos baseado na sobreposicdo das estruturas das rubredoxinas. A
rubredoxina de Clostridium difficile foi alinhada com sequencia de aminoacidos da rubredoxina de G. thetal*®], A.
fulgidus Tipo 1481, A, fulgidus Tipo 2[¢1, P. furiosust'®4%50, D. desulfuricans*®51, M. elsdenii [, D. gigas('%, D.
vulgaris_Miyazakil®l, D. vulgaris _ Hidenborough*l, P. oleovorans, B. methylotrophicuml*l, H.modilis**], C.
pasteurianuml[949501 - C. thiosulfatiphilum[*l, T.palidum[®3, C.tepidum[® e dominio rubredoxina da FLRD de E.
colil?®l, Estando representado a vermelho as cisteinas que participam na ligagdo do ferro, a cinzento as regides
conservadas e a verde os aminoécidos que se pensa fazer a distingdo do potencial de reducéo da proteina.

Tabela 6 - Comparagdo dos potenciais de redugéo de rubredoxinas de diferentes organismos.

Rubredoxinas de diferentes organismos E (mV) Rubredoxina de diferentes organismos E (mV)
Guilardia theta +125 mV Desulfovibrio vuigaris Hildenborough 0mV
Clostridium difficile +115mV’ Psedomonas oleovorans -37mV
Arqueaglobus fulgidus tipo 1 +75mV Butvribacterium methylotrophicum -40mV
Arqueoglobus fillgidus tipo 2 +40mV Heliobacillus mobilis -46mVvV
Pyrococcus furiosus +37mV Clostridium pasteurianum -55mV
Clostridium pasteurianum (V444) +31lmV Pyrococcus fitriosus -58mV
Desulfovibrio desulfuricans Rd 2 +25mV Chiorobaculum thiesulfatiphilum -61mV
Megasphaera elsdenii +23mV Treponema pallidum -76mV
Desulfovibrio gigas +6mV Chlorobium tepidum -87mV
Desulfovibrio vulgaris Miyazaki +5SmV Escherichia coli -140mv

A rubredoxina de C. difficile parece estar no limiar da troca de posic¢ao do residuo de alanina,
devido ao fato de apresentar um potencial muito positivo (E=+115mV) e apresenta uma asparagina no
10° residuo enquanto que todas as outras (com excecao do dominio Rd da FIRd de E.coli) apresentam
uma glicina.
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Foi realizado um conjunto de ensaios experimentais em condi¢des anaerdbias com algumas
rubredoxinas disponiveis no laboratério de Metaloproteinas e Bioenergética do ITQB, de modo a testar
a transferéncia eletronica tendo como dador inicial de eletrées NADH representado Figura 47.

Foram utilizadas para além da rubredoxina de C. difficile, trés outras proteinas com potenciais
positivos e uma outra com potencial negativo.
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Figura 47- Ensaio cinético da transferéncia eletronica entre o enzima HMW-Rd e rubredoxina de Pyrococus
furiosus (linha amarela), rubredoxina 1 de Arqueoglobus fulgidus (linha azul), rubredoxina 2 de
Arqueoglobus fulgidus (linha laranja), dominio rubredoxina da FIRd de E. coli (linha cinzenta) e
Rubredoxina de Clostridium difficile (linha verde) na presenca de 5mM NADH em Tris HCI 50mM pH 7.5
18% glicerol.

Com este ensaio foi possivel demonstrar que o enzima HMW-Rd ndo é capaz de reduzir todo o
tipo de rubredoxinas, funcionando melhor quando o seu aceitador de eletrGes apresenta potenciais de
reducdo positivos.

Deste modo pode-se concluir que apesar da rubredoxina de C. difficile ser reduzida pelo HMW-
Rd, com potencias de reducdo mais baixos como o caso das rubredoxinas de Arqueoglobus fulgidus e
Pyrococus furiosus a transferéncia eletrénica é mais rapida, sendo a transferéncia interrompida se o
potencial de reducédo for muito negativo como é o caso do dominio rubredoxina da Flrd de E.coli.

3.4.2.2 — Transferéncia eletrénica entre HMW-Rd e FDP

Como na constitui¢cdo do enzima HMW-Rd existe um dominio Rd, existiria a possibilidade de
somente o enzima HMW-Rd ser suficiente para reduzir a FDP e consequentemente este reduzir o seu
substrato.

De modo a averiguar essa possibilidade, realizou-se um ensaio no qual o HMW-Rd foi reduzido
com 1 mM NADH em condig¢des anaerdbicas e em seguida adicionou-se o0 enzima FDP- Figura 48.
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Figure 48- Reducéo de 20uM de FDP, usando como sistema de transferéncia eletronica 20 uM de
HMW-Rd com 1mM de NADH, seguido a um comprimento de onda de 460 nm

Embora aparente haver reducdo do FDP através da transferéncia eletronica por parte do enzima
HMW-Rd, a reducdo é muito demorada, ndo apontando ser o mecanismo principal para a reducdo do
FDP.

3.4.2.3 — Transferéncia eletronica entre as trés proteinas (HMW-Rd, Rd e FDP)

Excluido o mecanismo mais simples, para reducdo do FDP, no qual o HMW-Rd reduziria o
FDP, tentou-se testar a hip6tese proposta no objetivo deste trabalho.

Para tal, realizou-se um ensaio em que as trés proteinas foram adicionadas em 50 mM Tris-HCI
pH 7.5, 18% glicerol na presenca de 5mM de NADH em condicfes anaerobicas, pela seguinte ordem:
foi adicionado primeiramente o HMW-Rd, que foi reduzido pelo NADH presente na solugéo, seguindo-
se a adicdo da Rd de C. difficile que foi reduzida pelo enzima e no final foi adicionado FDP que foi
reduzido gracas a transferéncia eletronica efetuado pela rubredoxina como indicado na figura 49.
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Figura 49 — Reducdo de 20uM de FDP, pelo sistema de transferéncia eletrénica de 20 uM de HMW-Rd, 20 pM Rd, 5mM
NADH em condi¢des anaerobicas. A) Cinética obtida a um comprimento de onda de 490 nm da reducdo do FDP em que as
setas indicam o momento da adicdo de cada uma das proteinas B) Espectros de absorcdo de UV-Visivel ao longo do tempo que
decorreu o sistemas de reducéo do FDP.

Desta forma pode-se concluir que o par HMW-Rd/Rd é capaz de reduzir a FDP., havendo deste
modo a possibilidade da FDP conseguir reduzir NO e/ou Os.

3.4.2.4 Oxidacéo das proteinas com o NO e Oxigenio

Utilizando o mesmo sistema de transferéncia eletronica que envolve as trés proteinas foi testado
0 modo de oxidagdo com NO e com o oxigénio. Depois de reduzidas foram expostas a 10 uM de
Oxigénio ou de NO, de modo a observar se as mesmas eram oxidadas com cada um dos substratos —
Figura 50.

Como se pode verificar na figura abaixo, as proteinas ao adicionar cada um dos substratos
oxidaram tanto com NO como com O,. Observando-se ainda que a velocidade de reducdo das proteinas
€ mais lenta ao se utilizar uma concentracéo 4 vezes inferior de HMW-Rd.

Foi possivel também extrair do ensaio que apds a oxidacdo das proteinas existe novamente a
reducdo das mesmas, apontando para uma possivel conversdo dos substratos.
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Figure 50 — Reducéo de 20 pM de FDP, utilizando 5puM HMW-Rd, 20 pM Rd, ImM NADH em condi¢des
anaerobicas seguido de oxidagdo com 10 uM de Oxigénio (linha preta) ou com NO (linha amarela)

Em resumo este conjunto de ensaios permitiu comprovar a existéncia de transferéncia eletronica
entre as trés proteinas, bem como a possibilidade de conversao dos substratos NO e O,

Propondo deste modo, um mecanismo possivel da transferéncia eletrnica entre as proteinas
tendo como dador de eletrdes inicial NADH demonstrado na figura 51, no qual o NADH cede eletrGes
ao HMW-Rd, este reduz a rubredoxina e no final o FDP é reduzido gracas a transferéncia eletronica
entre ele e a rubredoxina.

NADH NO, 0, , H,0,
€ e
=5 L]
NAD* N,O, H,0

2

| |

N C C N
\—H o k—Y—)
HMW-Rd Rd FDP

Figura 51- Mecanismo de transferéncia eletrénica entre 0o HMW-Rd, Rd e FDP

Uma vez o enzima FDP reduzido, considera-se que este sera o enzima responsavel pela
conversdo do NO e O, em espécies ndo nocivas para 0 organismo.
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3.5 Ensaios Amperométricos

Apos se ter concluido que as proteinas reagem a presenga tanto do oxigénio como do 6xido
nitrico, teve-se como proximo objetivo averiguar se mecanismo proposto anteriormente é capaz de
converter ambos o0s substratos sendo um possivel mecanismo para a destoxificagdo do organismo destes
Compostos.

Foi descrito que ao nivel do centro catalitico os varios enzimas da familia das FDP’s sdo bastante
semelhantes, sendo os ligantes estritamente conservados, com o ferro ligado aos residuos de histidinas
e aspartatos/glutamatost!. Porém apresentam algumas diferencas na estrutura que pensa-se poder dar
indicacéo do tipo de seletividade das FDPs para os diferentes substratos (NO e/ou O).l

Para tentar compreender o tipo de substrato preferencial do FDP de C. difficile foi realizado um
alinhamento multiplo em que o FDP em estudo foi alinhado com FDP de G.intestinalis (PDB=2Q9U),
de T.maritima (PDB=1VMEA), M.marburgensis (PDB=20HI) que sdo seletivos para oxigénio, E.coli
FDP-D (PDB=4D02) descrito como sendo seletivo para o0 NO e ainda M.thermoacetica (PDB=1YCFC)
e de D.gigas (PDB=1E5DA) que néo sdo seletivos para nenhum dos substratos — Figura 52 B,

Sabendo a priori que os residuos lisina (G.intestinalis Lys®) e o tirosina (G.intestinalis Tyr?")
sdo indicativos que o enzima é seletivo para o oxigénio e que os residuos aspartato (E.coli Asp®?) e o
residuo serina (E.coli Ser?®?) sdo especificos de enzimas seletivas para o NO.
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201 211 221 231 241
Conservation S
G.intestinalis TSRRWADECD --VSHVMHLF KEYTANILGL FSAQMRKALE VASTV----E
T.maritima LPEILDDSNE SVVERYLPHV TKYIVTVIGH YKNYILEGAE KLSSL----K
M.marburgensis CPQRLDREIP --EYILMDAA RKFYANLITP LSKLVLKKFD EVKELGLLER
E.coli DEHLFNDEVD --QTELFEQC QRYYANILTP FSRLVTPKIT EILGFNL--P
Mthermoacetca TSVRFDDQVD --AGLIMDEA AKYYANILMP FSNLITKKLD EIQKINL--A
D.gigas ASERFSDQIP --VHTLERAM REYYANIVNP YAPQTLKAIE TLVGAGV--A
C difficile SYDIFDDAHG --AAKCIDRA KDYYANIVMP YGMQVANKLK QIQDMNL--D
251 261 271 281 291
Conservation R e 5 : 2 R i 5
G.intestinalis IKYILSA V SWRG-DAMGL AIAENMDRWSK GQHCQKKVTV VLDSMBGTTH
T.maritima | KALLPG L IWKK-DPQRL -LNHMVSVAK GDPKKGKVTV |IYDSMBGFVE
M.marburgensis | QM1 APS Q IWT--DPMKI -1EAMTGWAT GMV-DERVTV |IYDTMEGSTR
E_coli VDMIATS V VWRD-NPTQI -VEL¥MLKWAA DYQ-EDRITI FYDTMENNTR
Mthermoacetica | KT | APS | IWRK-DPGRI -1 EAMARWAE GQG-KAKAVI AYDTMELSTE
D.gigas PEECPD V |IFRGADQCTF AVQKMVEYAE QKP-TNKVVI FYDSM@HSTE
C.difficile IDMI APA | IWRS-YLPEL -FQAMEDFAT FKA-VDKAVI VYESVEKHTQ
301 311 321 331 341
Conservation : , . 3 ; . % e
G.intestinalis RMALALLDGA RSTG--CETV LLEMTSSDI- --TKVALHTY DSGAVAFASP
T.maritima NVMKKAIDSL KEKG--FTPV VYKFSDEERP AISEILKDIP DSEALIFGVS
M.marburgensis KMAHA | AEGA MSEG--VDVR VYCLHEDDR- --SEIVKDIL ESGAIALGAP
E.coli MMADA I AQGI AETDPRVAVK |IFNVARSDK- --NEILTNVF RSKGVLVGTS
Mthermoacetca KMAHALMDGL VAGG--CEVK LFKLSVSDR- --NDVIKEIL DARAVLVGSP
D.gigas KMARVLAESF RDEG--CTVK LMWCKACHH- --SQIMSEIS DAGAVIVGSP
C_difficile MMAEALAEGM GRNG--ICVK |IFKCSMTSP- --AIlIQKELL DAKAVLVGSG
351 361 371 381 391
Conservation . : 3 : 3 e &
G.intestinalis TLNNTMMPSV AAALNYVRGL --TLIKGKPA FA AFBWSN RAVPDIVAEL
T.maritima TYEAEIHPLM RFTLLEIIDK ---ANYEKPV LV VHGWAP SAE-RTAGEL
Mmarburgensis T | YDEPYPSV GDLLMYLRGL KFNRTLTRKA LV SMEBGNG GAT-GTMKEL
E_coli TMNNVMMPKI AGLVEEMTGL ---RFRNKRA SA SHEWSG GAV-DRLSTR
Mthermoacetica T INNDILPVV SPLLDDLVGL ---RPKNKVG LA AYBWGG GAQ-KILEER
D.gigas THNNGILPYV AGTLQYIKGL ---RPQNKIG GA SFEBWSG EST-KVLAEW
C _difficile NYNNAMAGSI| AAFLEKLITC ---KVKNKKG LG SYGWAN LVT-KEINAR
401 411 421 431 441
Conservation : : :
G.intestinalis RDGCKADVYD EKGITFKFNY TEELLEQAYN AGVDLGKRAI AYCEKNAPKQ
T.maritima LKETKFRILS FTEIKGSNMD ERKIEEAISL LKKELE---- --------...
M.marburgensis LAEAGFDVAC E--EEVYYVP TGDELDACFE AGRKLAAEIR R--------.
E.coli LQDAGFEMSL S--LKAKWRP DQDALKLCRE HGREIARQWA LAPLPQSTVN
M.thermoacetica LKAAKIELIA EPGPTVQWVP RGEDLQRCYE LGRKIAARIA D---------
D.gigas LTGMGFDMPA TP-VKVKNVP THADYEQLKT MAQTIARALK AKLAA-----
C difficile LGKAGITLLN DEVVSQNYTP SEADLDALME LGKQIAEEIK AM-------.
451 461 471 481 491
Conservation
Gintestinalis - - - - - - - - - - - - - - oo o Lo Lol oL Lo .l oo . oo s oo
Tmaritima =~ - - - - - - - - - - - - - oo ..o oL Lo . oo e e oo e e e e -
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Figura 52 — Alinhamento da sequencia de aminoécidos baseado na sobreposicédo das estruturas das FDPs. A FDP de
C. difficile foi alinhada com sequencia de aminoacidos das FDPs de G.intestinalis (PDB=2Q9U), de T.maritima

(PDB=1VMEA), M.marburgensis (PDB=20H]I) que sao seletivos para oxigénio, E.coli FDP-D (PDB=4D02)
descrito como sendo seletivo para o NO e ainda M.thermoacetica (PDB=1YCFC) e de D.gigas (PDB=1E5DA). Estdo
indicadas a cinzento as regies conservadas, a vermelho os aminoacidos especificos para cada substrato e a verde
ilustra o local de ligagdo do centro ativo diférrico ndo hémico

Apos a analise do alinhamento e de acordo com os aminodacidos especificos, a FDP de C. difficile
aparenta ter atividade para ambos os substratos, pois, contem outras combinagdes de aminoacidos nas
duas posicdes especificas apresentando um acido glutdmico (Glu®*) e triptofano (Trp#®) na sua
sequencia.
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3.5.1 — Seletividade para o oxigénio

O primeiro substrato utilizado para averiguar a atividade da FDP foi 0 oxigénio molecular. Neste
ponto do trabalho foi analisado a atividade de cada um dos enzimas de modo a contabilizar a atividade
individual de cada um.

3.5.1.1 — Atividade do enzima HMW-Rd para substrato O2

Foi realizado um ensaio de consumo de oxigénio na auséncia de catalase — Figura 53. A auséncia
de catalase permitiu verificar se a conversdo do oxigénio pelo HMW-Rd produziria H20-.

NADH 02

300
3
[=}
E 200
8: 150 HMW-Rd
o
=l
g 100 T
3
2 Catalase
8 50

0 L 1 1 L
0 100 200 300 400
Tempo (seg)

Figura 53-Atividade do HMW-Rd para o oxigénio na auséncia inicial de catalase, em Tris-HCI
50mM pH 7.5, 18% de glicerol, 5mM NADH e nM SOD

O ensaio permitiu verificar que a conversdo do oxigénio pelo HMW-Rd produz perdxido de
hidrogénio, pois no momento em que é adicionado catalase no ensaio o peréxido formado é convertido
em oxigénio verificando-se um aumento na concentragdo de oxigénio presente.

3.5.1.2 — Atividade dos enzimas com diferentes combinacdes entre elas para o substrato
Oxigénio

Com o objetivo de determinar a atividade das proteinas para o oxigénio, testou-se varias
combinagdes das mesmas, na proporcao de 1:1 entre elas, tendo sido realizado 4 ensaios independentes
nos quais se analisou a atividade das proteinas.

De modo a facilitar a analise dos resultados dividiu-se os ensaios em 4 designacdes, tendo sido
atribuido a letra A no ensaio em que todas as proteinas estavam presentes, por B quando s6 0s enzimas
estavam presentes (HMW-Rd, FDP), pela letra C quando s6 o par rubredoxina/FDP estava presente e
atribuiu-se a letra D ao ensaio em que se usou somente o enzima HMW-Rd - Figura 54.
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Figura 54 — A) Monitorizacdo da atividade especifica das diferentes proteinas para o oxigénio com diferentes sistemas de
transferéncia eletrénica em 5mM NADH, 1.3 nM SOD e 7 nM Catalase em 50mM Tris HCI pH 7.5, 18%glicerol. (A) 20 uM
de HMW-Rd, 20 pM Rd e 20 uM de FDP. (B) 20 uM HMW-Rd e 20 uM FDP. (C) 20 uM Rd e 20 uM FDP. (D) 20 pM
HMW-Rd. B) Quantificacéo das atividades das proteinas consoante o sistema de transferéncia eletronica utilizado.

As atividades foram depois quantificadas para cada umas das proteinas individualmente - Tabela?.

Tabela 7 - Atividade especifica das diferentes proteinas, consoante o sistema de transferéncia eletronica utilizado

HMW-Rd Rd FDP
S A | 0.057 +8x10-® | 0.005 + 5x10° | 0.038 +3x1073
S |B | 0.056+9x10° | ---mm- 0.013 +3.7x10°
= %’ C |- 0.001 +1x10*“ | 0.001 + 2.3x10
E g D [0062+6x103 |- |-

Com estes ensaios foi monitorizado o consumo de oxigénio utilizando 4 possiveis mecanismos.

Desse modo, foi possivel verificar que a atividade do FDP é superior quando as trés enzimas
estdo presentes na experiéncia, indicando que o mecanismo de transferéncia eletrénica é eficiente
possibilitando a conversdo do substrato em estudo.
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Verificou-se igualmente que na auséncia de Rd, a atividade do enzima FDP é afetada
drasticamente, podendo dever-se a baixa velocidade de transferéncia eletronica entre 0 HMW-Rd e o
FDP, demonstrada na Figura 54.

Observa-se ainda que na auséncia de HMW-Rd o sistema de transferéncia eletronica é
interrompido impossibilitando o FDP de consumir oxigénio.

Em sintese, estes ensaios permitiram concluir que para além da atividade do enzima ser
determinado pelos seu parceiros de reducdo, o FDP sé apresenta uma atividade maxima quando as trés
proteinas estdo presentes, sendo aproximadamente igual a 0.038 +3x103 s,

3.5.1.3 — Atividade redutase do oxigénio do enzima FDP

Uma vez estabelecido que o FDP apresenta uma maior atividade O-redutase quando as trés
proteinas estdo presentes no ensaio, tentou-se otimizar o0 mecanismo variando a concentracéo tanto do
enzima HMW-Rd como da Rd, de modo a verificar-se se existiria a possibilidade de aumentar atividade
do enzima FDP.

Num primeiro conjunto de ensaios, variou-se a concentragdo de HMW-Rd, mantendo as
concentragdes de rubredoxina e de FDP constantes, estando as atividades verificadas para o enzima FDP
estdo ilustradas na Figura 55.
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Figura 55 - Atividade especifica do FDP para o oxigénio com diferentes concentragdes de HMW-Rd (0-20uM),
20 uM de Rd, 5mM NADH, 1.3nM SOD e 7nM Catalase em 50 mM Tris HCI pH 7.5, 18%glicerol

Com os resultados obtidos — Tabela 8- pode-se concluir que com concentra¢des acima dos 5
MM de HMW-Rd a atividade do FDP mantem-se constante.

Tabela 8 - Atividade especifica do FDP com diferentes concentra¢fes de HMW-Rd (0-20puM)

[HMW-Rd] pM 0 0.5 5 10 20

Vo/[FDP] () 0.001 + 0.006 + 0035+ | 0037+ | 0038+
2.3*10* 9.7*10* | 6.3*10° | 7*10* | 1.4*10°
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Em seguida realizou-se o mesmo tipo de ensaio variando-se a concentracdo de rubredoxina e
mantendo-se 0S enzimas a uma concentragdo constante, as atividades verificadas para o enzima FDP
estdo demostradas na Figura 56.
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Figura 56 - Atividade especifica do FDP para o oxigénio com diferentes concentra¢fes de Rd (0-200uM), 5uM
de HMW-Rd, 5mM NADH , 1.3nM SOD e 7nMCatalase em 50mM Tris HCI pH 7.5, 18%glicerol

Tabela 9 -Atividade especifica do FDP com diferentes concentracoes de Rd (0-200uM)

[Rd] pM 0 1 5 10 20 100 200
VO/[FDP] (s%) [ 001 +[001 +[002 =+[003 =+ 004 +|031+ |0.43¢
42x10° | 2.6x10% | 7x10* | 2.4x10° | 1.4x10% | 1x102 | 1.2x10%

E possivel observar que a medida que se aumenta a concentragdo de rubredoxina no ensaio
existe 0 aumento da atividade do enzima FDP, tendo-se determinado uma atividade maxima para este
enzima de 0.43+ 1.2x102na conversdo do oxigénio.

Assim sendo, podemos supor que a rubredoxina é o elemento-chave para a transferéncia
eletrdnica entre os dois enzimas, possibilitando desta forma a destoxificagdo de oxigénio no organismo
por parte deste sistema.

3.5.2 — Seletividade para o NO

Com o mesmo objetivo dos ensaios anteriores, testou-se neste ponto a atividade especifica dos
enzimas para o NO.

3.4.2.1 — Atividade redutase do NO do enzima FDP

Seguidamente, testou-se 0 mecanismo proposto anteriormente para a redugdo do NO, tendo-se
colocado 0 HMW-Rd e a Rd no inicio do ensaio (auséncia de NO) e s6 depois das adi¢bes da solugdo
saturada com NO foi adicionado NADH para dar inicio a reagdo, quando a reagéo estabilizou adicionou-
se a FDP e registou-se a sua atividade - Figura 64.
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Figura 57 — A)Atividade do enzima FDP para a reducdo do NO, em 50mM Tris-HCI pH 7.5, 18% de glicerol, 20 uM de
rubredoxina , 5 uM de HMW-Rd, 5 mM NADH e 14 pM NO em condic¢Bes anaerdbicas. As setas indicam 0 momento de
adicdo de cada uma das substancias. B) Quantificacdo da atividade especifica do enzima FDP.

Tabela 10- Atividade especifica do FDP para a reducéo do substrato NO.

Proteina FDP

Vo/[Proteia] (s?) 0.114 +6x10°

De acordo com as atividades obtidas — Tabela 10- pode-se observar que para o substrato NO o
enzima FDP apresenta uma atividade muita baixa quando comparada com enzimas do mesmo tipo,
estando na mesma ordem de grandeza da atividade manifestada para o oxigénio

Embora o enzima FDP tenha demonstrado atividade para ambos 0s substratos, a sua atividade
rondou os 0.43 s™para 0 oxigénio e 0.114 s** para o NO sendo atividades muito baixas comparativamente
a proteinas do mesmo tipo como é o caso da FDP de Morella thermoacetica que pela sequencia de
aminoacidos também apresentava afinidade para os dois substratos apresenta atividades de 48 s'! para
a reducéo do NO e de 50 s para a reducéo do oxigénio 1471,

3.6 - Atividade peroxidase do enzima FDP

Depois de se ter avaliado a capacidade do enzima FDP converter tanto o oxigénio como o NO
e ter-se concluido que apesar do enzima ter atividade para ambos 0s substratos a sua atividade é muito

baixa comparativamente a enzimas que realizam a mesma atividade, tentou-se verificar se o FDP teria

atividade para outro tipo de substrato.
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Outra molécula que participa no stress oxidativo é o peréxido de hidrogénio, desse modo testou-
se a capacidade do FDP converter peréxido de hidrogénio utilizando o sistema de transferéncia

eletrénica proposto nos ensaios anteriores.

Na figura 58 esta ilustrado, a participacdo do enzima FDP no metabolismo do peréxido de
hidrogénio.

Com este ensaio é notério a participagdo da FDP no metabolismo do peréxido de hidrogénio,

sendo que quando n&o é adicionado FDP no ensaio o consumo de NADH é mais lento.

O consumo de NADH verificado na auséncia de FDP pode ser resultado da atividade O2-

redutase convertendo desse modo o oxigénio presente no momento da adi¢do da solugéo de peroxido

de hidrogénio.
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Figura 58— Monitorizacdo do consumo de NADH exercido apds a injecéo de peroxido de hidrogénio na
presenca (linha azul) e na auséncia (linha magenta) do enzima FDP.

Apés se ter confirmado a atividade peroxidase do FDP, tentou-se quantificar essa atividade.

Para isso, realizaram-se um conjunto de ensaios nos quais se variou a concentragdo de peréxido

de hidrogénio (0 — 10 mM) — Figura 59.

Deste modo, podemos determinar a atividade maxima do enzima, sendo que para uma

concentrag3o superior a 5mM apresenta uma atividade de cerca 0.06 s.
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Figura 59— Atividade especifica do FDP na reducdo do substrato peréxido de hidrogénio

A atividade observada é comparada a atividade obtida pelas rubreritrinas que s3o referidas na
literatura como peroxidases, sendo que enguanto a FDP apresenta uma atividade maxima de 0.26
umolesH,O..mint.mg ! as rubreritrinas tanto de Clostridium acetobutylicum como de Entamoeba

histolytica demonstram uma atividade de 0,99 e 0.12 umolesH.O..mint.mg* respetivamentel.

3.7 Discussao geral

Neste trabalho teve-se como objetivos principais a caracterizacdo das proteinas bem como a
determinagdo da capacidade catalitica dos enzimas para diferentes substratos. Conseguiu-se expressar
com sucesso as trés proteinas alvo de C. difficile P28, rubredoxina (Rd), High-Molecular weigth-
rubredoxin (HMW-Rd) e proteinas flavodiférrica,

Em relacéo a caracterizacdo das proteinas, observou-se que em relacdo ao enzima FDP, este
encontra-se na sua forma tetramérica, apresentando um tamanho esperado por monémero de 45 kDa
com uma flavina do tipo FMN tendo potenciais de redugdo de +70mV e +30mV. Como outras enzimas
do mesmo tipo apresenta um espetro de RPE quando o centro binuclear de ferro se encontra no estado
de valéncia mista, com g =1.95, 1.91 e 1.79.

No caso do enzima HMW-Rd, encontra-se na forma dimérica, manifestando um tamanho
esperado por monomero de cerca de 23kDa, com uma flavina também do tipo FMN e um centro tipo
rubredoxina. Os potenciais de redu¢cdo do FMN e do centro rubredoxina sdo, dentro do erro
experimental, idénticos a 40 mV

No caso da proteina Rd apresentou um potencial de reducdo de +115 mV, e um espectro de EPR
caracteristico de proteinas deste tipo, contento um sinal rémbico com g= 9.24, 4.72 e 4.21 no estado
oxidado.

Em relacdo & determinacdo da capacidade catalitica dos enzimas, nomeadamente do FDP,
comegou-se esta parte do trabalho a tentar construir um possivel mecanismo de reducéo do FDP.
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O mecanismo que obteve melhor resultado na reducdo do FDP, foi quando as trés proteinas
estavam presentes, tendo como dador inicial de eletrbes NADH. Com o possivel mecanismo de
transferéncia eletronica encontrado, efetuaram-se 0s ensaios para determinar a atividade especifica do
enzima para os substratos, obtendo -se uma atividade do enzima FDP de 0.038 s* para a redugdo do
oxigénio, 0.114 s* para a redugdo do NO e de 0.06 s para o peréxido de hidrogénio.

A atividade determinada do enzima FDP para os substratos O, e NO foi muito baixa
comparativamente a enzimas do mesmo tipo, podendo indicar a existéncia de trés problemas, um em
gue os parceiros de reducdo do FDP ndo sdo os apropriados, explicando o tempo que a rea¢cdo demora
para todas as proteinas estarem reduzidas, um segundo referente a eficiéncia na reconstitui¢do do enzima
FDP e um terceiro causado pela existéncia de outra FDP da classe A (WP_008819255.1) genoma de C.
difficile P28 que podem apresentar uma afinidade maior para os substratos analisados. Por exemplo, o
potencial de reducdo da rubredoxina é positivo, superior aos da FDP, sugerindo que nédo € o parceiro
fisioldgico para este enzima.
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4 . Conclusao

Este trabalho contribuiu para o estabelecimento da fungdo de enzimas microbianas no

metabolismo de diversos substratos nomeadamente oxigénio, éxido nitrico e peréxido de hidrogénio

O microrganismo C. difficile é um patogénico humano responsavel por infegdes gastro
intestinais, apresentando no seu genoma um conjunto de proteinas, entre as quais proteinas
flavodiférricas, oxidoredutase, nitroredutases, rubreritrinas entre outras, capazes de desintoxicar o

organismo de espécies reativas tanto de oxigénio como de azoto.

Neste estudo foi estudado um possivel mecanismo de destoxificacdo do organismo face a essas
espécies envolvendo uma proteina flavodiférrica, uma rubredoxina de alto peso molecular descrita como

oxidoredutase e uma rubredoxina.

De acordo com os ensaios realizados foi possivel verificar a transferéncia eletrénica entre as
trés proteinas, resultando no enzima FDP no estado reduzido, concluindo desse modo que o FDP
depende dos seus parceiros fisiolégicas, que neste caso consistiram no HMW-Rd e Rd de C. difficile

para exercer as suas fungdes fisiologicas.

O enzima FDP apresentou atividade para 3 tipos diferentes de substrato (O2, NO e H,O2) porém
a atividade demonstrada tanto para o oxigénio como para o NO foram muito abaixo das verificadas para

enzimas do mesmo tipotl,

Sendo propostas trés possiveis justificagdes para estes resultados, a primeira é a escala de tempo
necessaria para que a transferéncia eletronica ocorra entre as proteinas, podendo nao se estarem a ser
utilizados os parceiros fisiolégicos ideais para o enzima. A segunda justificagdo podera estar relacionada
com a incompleta reconstituigdo realizada no enzima FDP. Finalmente, a terceira possivel justificagdo
é a existéncia neste organismo de outra proteina flavodiférrica da classe A, bem como outras
oxidoredutase e nitroredutases, que podem apresentar uma atividade mais alta que a FDP utilizada neste
trabalho.

A existéncia de outra FDP abriu a porta para uma possivel continuagdo deste trabalho de modo
a que as suas atividades possam ser comparadas e que possa tentar encontrar um melhor mecanismo

para a destoxificagdo do organismo face a ROS e RNS.

64



Parte V



Referéncias bibliograficas
[1]- Zerkle, A. L..et al. (2017) Onset of the aerobic nitrogen cycle during the great oxidation event,
NATURE 542, 465-467 doi:10.1038/nature20826

[2] —Inupakutika, M. A, et al. (2016) The evolution of reactive oxygen species metabolism J Exp Bot
67:21, 5933-5943 doi:10.1093/jxb/erw382

[3] -Roméo, C. V., et al (2016) The dual function of flavodiiron proteins: oxygen and/or nitric, JBIC
21, 39-52 doi:10.1007/s00775-015-1329-4

[4] -Liu, N., et al (2014) Antioxidant Enzymes Regulate Reactive Oxygen Species during Pod
Elongation in  Pisum sativum and Brassica chinesis, PL0S 9(2):e87588  doi:
10.1371/journal.pone.0087588

[5]- Carrilho, J. (2014) Enzimas microbianas com centros diférricos na resposta ao stress oxidativo,
Universidade de Lisboa

[6]-Evans P., Halliwell B. (1999) Free Radical and Hearing , ANNALS of the New York Academy of
Sciences, 28:884,19-40 doi:10.1111/j.1749-6632.1999.tb08633.x

[7]- https://bionews-tx.com/clostridium-difficile-need-know/ (10/7/2017)

[8]- Vicente, J. B., et al (2009) Redox properties of the oxygen-detoxifying flavodiiron protein from the
human parasite Giardia intestinalis, Elsevier 488, 9-13 doi:10.1016/j.abb.2009.06.011

[9] -Bokkon, 1. (2012) Recognition of Functional Roles of Free Radicals, Curr Neuropharmacol, 10:4,
287-288 d0i:10.2174/157015912804499474

[10]-Ghisla, S. and Edmondson, D. (2001) Flavin Coenzymes, Encyclopedia of life science, 1-9
doi:10.1002/9780470015902.a0000654.pub?2

[11]- Bruice T. C. (1984) Oxygen Flavin Chemistry, 1JC, 24, 54-61 d0i:10.1002/ijch.198400008

[12]- Jomova, K., et al. (2010) Metals, oxidative stress and neurodegenerative disorders, Mol Cell
Biochem 345, 91-104 doi: 10.1007/s11010-010-0563-X

[13]- Verstraete, 1. M., et al. (2017) The alternative sigma factor ob plays a crucial role in adaptive
strategies of clostridium difficile during gut infection, sfam 19:5, 1933-1958 doi:10.1111/1462-
2920.13696

[14] -Abt M. C., et al (2016) Clostridium Difficile colitis: pathogenesis and host defence, Nat Rev
Microbiol, 14:10, 609-620 doi:10.1038/nrmicro.2016.108

[15]-Lee, J. Y., et al (2013) Effects of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species on HIF-1a
Stabilization Following Clostridium Difficile Toxin Exposure of the Caco-2 Epithelial Cell Line, Cell
Physiol Biochem, 32:2, 417-430 d0i:10.1159/000354448

[16]- Adams, C. M., et al. (2013) Structural and Functional Analysis of the CspB Protease Required
for Clostridium Spore Germination, PLoS Pathog 9(2): €1003165. doi:10.1371/journal.ppat.1003165

[17]- http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AVMC01000000 (7/7/2017)

66


https://bionews-tx.com/clostridium-difficile-need-know/
http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AVMC01000000

[18]- Pinto, A. F., et al (2011) Desulforubrerythrin from Campylobacter jejuni a novel multidomain
protein, JBIC 16, 501-510 doi:10.1007/s00775-010-0749-4

[19]- Liu, J., et al (2014) metalloproteins containing cytochrome, iron -sulfur or cooper redox center,
Chem Rev, 114:8 , 4366-469 doi: 10.1021/cr400479b.

[20]- Silaghi-Dumitrescu R., et al (2003) A flavodiiron Protein and High Molecular Weight Rubredoxin
From Moorella thermoacetica with Nitric Oxide reductase Activity Biochemistry 42:10 -2806-2815
doi:10.1021/bi027253k

[21]- Chen, C. J., et al (2006)Crystal structure of rubredoxin from Desulfovibrio gigas to ultra-high
0.68 A resolution, Biochem Biophys Res Commun,349:1, 79-90 doi:10.1016/j.bbrc.2006.07.205

[22]- Gamiz-Hernandez, A. P., et al (2011) Rubredoxin Function: Redox Behavior from Electrostatics,
J Chem Theory Comput,7:3, 742-752 doi:10.1021/ct100476h

[23]- Vicente J. B., Teixeira M. (2005) Redox and spectroscopic properties of the Escherichia coli Nitric
Oxide-detoxifying System involving flavorubredoxin and its NADH -oxidizing redox partner, Journal
of Biological Chemistry 280:41 34599-34608 doi:10.1074/jbc.M506349200

[24]- Miriani, M., et al (2014) Rubredoxin refolding on nanostructured hydrophobic surfaces: Evidence
for a new type of biomimetic chaperones, Proteins 82:11, 3154-3162 doi: 10.1002/prot.24675.

[25]- Fauque, G. D., et al (1987) Isolation and characterization of a rubredoxin and a flavodoxin from
Desulfouibrio desulfuricans Berre-Eau, Elsevier Science 215:1, 63-67.

[26]- Das, A., et al (2001) Five-Gene Cluster in Clostridium thermoaceticum consisting of two divergent
Operons Encoding Rubredoxin Oidoreductase- Rubredoxin and Rubrerythrin -Type A Flavoprotein —
High-Molecular Weight Rubredoxin, Journal of bacteriology 1560-1567 doi:10.1128/JB.183.5.1560-
1567.2001

[27] -Chakraborty, S., et al (2017) Two proteins with Diaphorase activity from clostridium
thermocellum and Moorella thermoacetica, Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 72:3, 877-
879 doi:10.1271/bbb.70646

[28] -Vicente, J.B., et al (2007) Flavodiiron proteins: nitric oxide and/or oxygen reductases, Handbook
of Metalloproteins 1 -19 doi: 10.1002/0470028637.met218

[29]- Vicente J. B., et al (2008) Biochemical, spectroscopic, and thermodynamic properties of
flavodiiron proteins, Methods in Enzymology, 437:2, 21-45 doi:10.1016/S0076-6879(07)37002-X

[30]- Allahverdiyeva, Y., et al (2015) Cyanobacterial oxygenic photosynthesis is protected by
flavodiiron proteins, Life 5, 716-743 d0i:10.3390/1ife5010716

[31] — Gongalves, V. L., et al (2014) Flavodiiron Oxygen Reductase from Entamoeba histolytica, Journal
of biological chemistry 289:41 doi:10.1074/jbc.M114.579086

[32] - https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/strains_vectors/vectors/pdf/pET-24map.pdf
(7/7/2017)

[33]- Simpson, R. J. (2014) Quantifying Protein by Bicinchoninic Acid, Cold Spring Harb Protoc. doi:
10.1101/pdb.prot47232

67


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16930541
https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/strains_vectors/vectors/pdf/pET-24map.pdf

[34]-
https://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related%20Content/Files/1314807262343/litdo
€71501796_20161014020504.pdf (28/8/2017)

[35]- Jancarik, J. e Kim S.-H. (1991) Sparse matrix sampling: a screening method for crystallization of
proteins, J.Appl.Cryst., 24, 409-411 doi: 10.1107/S0021889891004430

[36] - Wooh, J.W. et al (2003) Comparison of three commercial sparse-matrix crystallization screens,
Act. Cryst., 59, 769-772 d0i:10.1107/S0907444903002919

[37] — Sieker, L. et al (1995) Zinc- and iron-rubredoxins from Clostridium pasteurianum at atomic
resolution: A high-precision model of a ZnS4 coordination unit in a protein, Biochemistry, 93, 8836-
8840

[38] — Sieker, L. et al (1976) Some comparisons between two Crystallized Anaerobic Bacterial
Rubredoxin from Desulfovibrio gigas and D. vulgaris, JMB, 107, 179-182

[39] — Weber, P. (1990) A protein crystallization strategy using automated grid searches on successively
finer grids, Methods: A Companion to Methods in Enzymology , 1:1, 31-37. Doi: 10.1016/S1046-
2023(05)80144-6

[40] — Zhang, J.(2012) Measuring energy metabolism in cultured cells, including human pluripotent
stem cells and differentiated cells, Protocol, 7:6, 1068-1085 doi:10.1038/nprot.2012.048

[41] — Kelley, L. et al (2015)The Phyre2 web portal for protein modeling, prediction and analysis, Nature
Protocols10, 845-858 doi: 10.1038/nprot.2015.053

[42]- Emsley, P., et al(2010)Features and development of Coot, Acta Crystallogr D Biol Crystallogr.
66, 486-501. doi: 10.1107/S0907444910007493

[43] — Chapman S. K. and Graeme A. R. (1999) Flavoproteins protocols, Methods in Molecular
Biology, 131 d0i:10.1385/159259266X

[44] — Berkel, W. (2009) chemistry of flavoenzymes, Wiley Encyclopedia of Chemical Biology 823-
833 doi: 10.1002/9780470048672.wecb168

[45] — Wastl, J. et al (2000) Eukaryotically Encoded and Chloroplast-located Rubredoxin Is Associated
with Photosystem 11, JBC, 275, 30058-30063 , doi:_10.1074/jbc.M004629200

[46] - Rodrigues R., et al (2006) Desulfovibrio gigas Flavodiiron Protein Affords Protection against
Nitrosative Stress In Vivo, J Bacteriol, 188:8, 2745-51, doi: 10.1128/JB.188.8.2745-2751.2006

[47] - Vicente, JB., et al (2008)Kinetic Characterization of the Escherichia coli Nitric Oxide Reductase
Flavorubredoxin, Methods Enzymol, 437, 47-62, doi: 10.1016/S0076-6879(07)37003-1.

[48] -Rodrigues, J. et al. (2005) Rubredoxin acts as an electron donor for neelaredoxin in Archaeoglobus
fulgidus , BBRC, 329, 1300-1305, doi:10.1016/j.bbrc.2005.02.114

[49] - Gillés de Pélichy, LD., Smith ET.,(1999) Redox Properties of Mesophilic and Hyperthermophilic
Rubredoxins as a Function of Pressure and Temperature, Biochemistry, 38:24, 7874-80, doi:
10.1021/bi990322j

68


http://scripts.iucr.org/cgi-bin/citedin?search_on=name&author_name=Jancarik,%20J.
http://scripts.iucr.org/cgi-bin/citedin?search_on=name&author_name=Kim,%20S.-H.
http://journals.iucr.org/j/contents/backissues.html
http://scripts.iucr.org/cgi-bin/citedin?search_on=name&author_name=Wooh,%20J.W.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2852313/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Desulfovibrio%20gigas%20Flavodiiron%20Protein%20Affords%20Protection%20against%20Nitrosative%20Stress%20In%20Vivo
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2005.02.114

[50] Zheng, H. et al (2003 )Redox properties of rubredoxin variants as a function of solvent composition
and temperature: investigation of monopolar and dipolar interactions, JBIC, 8: 12-18
doi:10.1007/s00775-002-0380-0

[51]- LeGall, J. et al (1998) Characterisation of a new rubredoxin isolated from Desulfovibrio
desulfuricans 27774: de¢nition of a new family of rubredoxins, FEBS, 429, 295-298 doi:
10.1016/S0014-5793(98)00610-3

[52] -Auchére F, et al (2004) Overexpression and purification of Treponema pallidum rubredoxin;
kinetic evidence for a superoxide-mediated electron transfer with the superoxide reductase neelaredoxin,
JBIC, 9:7, 839-49, doi: 10.1007/s00775-004-0584-6

[53] — Yoon, KS., et al.(1999) Rubredoxin from the green sulfur bacterium Chlorobium tepidum
functions as an electron acceptor for pyruvate ferredoxin oxidoreductase, JBC, 274:42, 29772-8, doi:
10.1074/jbc.274.42.29772

69


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Auch%C3%A8re%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15328557
https://doi.org/10.1007/s00775-004-0584-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10514453

Anexos

Tabela 1A -lista de proteinas que possivelmente estéo associadas a destoxificagdo de ROS e RNS. A lista destas proteinas foi
obtida através da analise do genoma completo de peptoclostridium difficile P28 (GCA_000450985.2), assinaldas a amarelo
as proteinas utilizadas neste estudo.

Proteina da familia das
rubredoxinas

WP_021419802.1

Oxidoredutase
dependente de NADP

WP_021420562.1

Rubredoxina

WP_008816574.1

Oxidoredutase
dependente de NADP

WP_009588365.1

Proteina da familia das
Rubreritrina

WP_002606495.1

Proteina da familia das
Flavinas oxidoredutase

WP_008819105.1

Proteina da familia das
Rubreritrina

WP_002608358.1

Flavina
oxidoredutase/NADH
oxidase

WP_021420961.1

Piruvato: Ferridoxina
oxidoredutase
(flavodoxina)

WP_002608271.1

NADH:Quinona
oxidoredutase

WP_008819456.1

FprA: Flavoproteina
do tipo A

WP_008819165.1

Flavina reductase

WP_008728528.1

FprA: Flavoproteina
do tipo A

WP_008819255.1

Nitroredutase

WP_008817083.1

Proteina da familia das
flavodoxinas

WP_002609990.1

Nitroredutase

WP_009269174.1

Proteina da familia das
flavodoxinas

WP_009587586.1

Nitroredutase

WP_008819375.1

Proteina da familia das
flavodoxinas

WP_008816294.1

Nitroredutase

WP_009589002.1

Proteina da familia das
flavodoxinas

WP_002607006.1

Proteina da familia das
nitroredutases

WP_021420499.1

Flavodoxina WP_009270359.1 | SRD da familia das WP_002608004.1
oxidoredutases

Flavodoxina WP_002610526.1 | Oxidoredutase WP_008816445.1

Flavodoxina WP_009270020.1 | Oxidoredutase WP_008819261.1
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Flavodoxina

WP_008816096.1

Dismutase do
superoéxido

WP_002607394.1

Flavina oxidoredutase/
NADH Oxidase

WP_021421120.1

Ferridoxina 4Fe-4S

WP_009587885.1

Flavina oxidoredutase/
NADH Oxidase

WP_021421121.1

Ferridoxina 4Fe-4S

WP_008818997.1

Oxidoredutase
dependente de NADP

WP_009588420.1

Oxidoredutase
dependente de NADP

WP_008816686.1

Oxidoredutase
dependente de NADP

WP_009587576.1
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