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Resumo

A proteina RecA bacteriana desempenha um importante papel no complexo sistema de
reparo de danos ao DNA. Na presenca de ATP, a proteina RecA se auto-polimeriza sobre
o DNA simples fita (ssDNA) (do inglés single-strand DNA (ssDNA)) como um filamento
de nucleoproteina helicoidal, cataliza a reacao de troca de fitas entre as moléculas ssDNA
e a fita de DNA dupla fita homologa (dsDNA) (do inglés double-strand DNA (dsDNA)).
Estas atividades sao suportadas ou estimuladas por proteinas acessoérias, como a proteina
ligadora de ssDNA SSB (do inglés single-stranded binding protein (SSB)). Neste trabalho
é apresentado a caracterizacao estrutural e funcional da proteina RecA da bactéria Her-
baspirillum seropedicae. A estrutura tridimensional do complexo HsRecA-ADP/ATP foi
resolvida numa resoluciio 1,7 A. A estrutura monomérica da proteina HsRecA consiste em
um pequeno dominio N-terminal, um dominio central contendo um sitio ATPésico e e um
grande dominio C-terminal, similar com proteinas RecAs homélogas. Andlises estruturais
comparativas mostraram que o motivo de polimerizacao da regiao N-terminal de protei-
nas da familia RecA que incluem archaea e eucariotos, também esta presente na proteina
RecA bacteriana. O motivo de polimerizacao da regiao N-terminal de bactérias contém a
sequéncia de residuos (Serina, Valina ou Isoleucina, Metionina, Arginina ou Lisina, Leu-
cina, Glicina) que interage com a sequéncia de residuos do core ATPasico (Aspartato,
Asparagina, Leucina, Leucina, Leucina, Valina, Cisteina, Serina). Na proteina RecA ina-
tiva esta interacao é do tipo [ loop - [ strand, respectivamente, enquanto na proteina
RecA ativa essa interacao se torna uma dupla [-strand. Em ambas formas da RecA, o
motivo de polimerizagao parece estabilizar a interface subunidade-subunidade por inte-
racoes hidrofobicas. No motivo N-terminal a presenca de uma Metionina altamente con-
servada talvez desempenha um importante papel na estabilidade e formacao do filamento
de nucleoproteina. A atividade ATP4sica e a estrutura do filamento de nucleoproteina da
proteina HsRecA e da Fscherichia coli RecA (EcRecA) foram analisadas na presenga e
auséncia da proteina SSB. Quando a SSB foi adicionada apos RecA+ssDNA, as proteinas
HsRecA e EcRecA mostraram similar atividade ATPésica e estrutura de nucleofilamento.
Entretanto, quando a SSB nao estava incluida ou quando adicionada anteriormente a
adicao RecA-+ssDNA, a proteina HsRecA mostrou maior atividade ATPésica e formou
maiores filamentos de nucleoproteina que a proteina EcRecA. Ainda, a proteina HsRecA
é mais eficiente em deslocar a SSB do ssDNA que a proteina EcRecA. A proteina HsRecA
também promove a reacao de troca de fitas mais eficientemente: uma maior quantidade
de produtos duplex substrato convertido em duplex circular foram obtidos em um curto
intervalo de tempo. A reconstrucao do potencial eletrostatico da estrutura hexamérica da
proteina HsRecA revelou uma maior densidade de cargas positivas no seu interior, que é
consistente com o fato que o ssDNA ligar-se internamente ao filamento hexamérico. Isto
talvez possa explicar capacidade melhorada da proteina HsRecA ligar-se ao ssDNA, for-
mando um continuo filamento de nucleoproteina, deslocando a SSB e ainda promovendo
de forma eficiente a reacao de trocas de fitas.

Palavras-chave: RecA, Cristalografia, filamento de nucleoproteina RecA, atividade AT-
Pésica, reacao de troca de fitas, estrutura cristalina, anélise estrutural.



Abstract

The bacterial RecA protein plays a role in the complex system of DNA damage repair. In
the presence of ATP, RecA proteins polymerize onto single-strand DNA (ssDNA) as right-
handed helical nucleoprotein filaments, and catalyze strand exchange reaction between the
ssDNA and homologous double-strand DNA (dsDNA) molecules. These activities are sup-
ported or stimulated by accessory proteins, as the single-stranded binding protein (SSB).
Here, we report a functional and structural characterization of the Herbaspirillum serope-
dicae RecA protein (HsRecA). We report the crystal structure of HsRecA-ADP /ATP com-
plex to 1.7 A of atomic resolution. HsRecA protein contains a small N-terminal domain,
a central core ATPase domain and a large C-terminal domain, similarly to homologous
RecA proteins. Comparative structural analysis showed that the N-terminal polymeriza-
tion motif of archaeal and eukaryotic RecA family proteins are also present in bacterial
RecAs. The bacterial polymerization motif contains the sequence SV/IMR/KLG which
interacts with the core ATPase domain residues DNLLLV /CS. In the inactive RecA, it is
a [ loop - § strand interaction, respectively, while in the active RecA it becomes a dyad
B-strand. In both RecA forms, the polymerization motif seems to stabilize the subunit-
subunit interface by hydrophobic interactions. The methionine of this motif may play
an important role in the stability and formation of a right-handed helical nucleoprotein
filament. The ATPase activity and the structure of the nucleoprotein filament of HsRecA
and Escherichia coli RecA (EcRecA) were analyzed in the presence and absence of SSB.
When SSB was added after RecA+ssDNA, HsRecA and EcRecA showed similar ATPase
activity and nucleofilament structure. However, when SSB was either not included or it
was added before RecA+ssDNA, the HsRecA showed higher ATPase activity and formed
longer nucleoprotein filaments than EcRecA. Thus, HsRecA protein is more efficient at
displacing SSB from ssDNA than EcRecA protein. HsRecA promoted DNA exchange
more efficiently: a greater yield of nicked circular products were obtained in a shorter
time. Reconstruction of electrostatic potential from the hexameric structure of HsRecA-
ADP/ATP revealed a high positive charge along the inner side, which is consistent with
the fact that ssDNA binds inside the filament. It may explain the enhance capacity of
HsRecA protein to bind ssDNA, forming a contiguous nucleoprotein filament, displace
SSB and promote efficiently the DNA strand exchange reaction.

Keywords: RecA, Crystallography, RecA nucleoprotein filament, ATPase activity, DNA
strand exchange, crystal structure, structural analysis.
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Capitulo 1

Introducao

A cristalografia de macromoléculas é utilizada para estudar sistemas biolégicos,
por meio da determinacao da estrutura tridimensional em nivel atémico de importantes
classes de moléculas, como proteinas e acidos nucléicos. A cristalografia de macromolé-
culas deu-se inicio com o trabalho de Kendrew e Perutz com a resolucao da estrutura a
baixa resolugdo da proteina mioglobina da baleia (KENDREW et al., 1958). Desde en-
tao,mais de cem mil novas estruturas foram resolvidas por meio da cristalografia de raios
X e depositadas no banco de dados Protein Data Bank (http://www.rcsb.org) (BERMAN,
2000).

Informagoes sobre a estrutura tridimensional de uma macromolécula podem ser
obtidas utilizando-se de varias técnicas: difracao de raios X, difracao de néutrons, resso-
nancia magnética nuclear (RMN), espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), mi-
croscopia eletronica (ME), modelagem por homologia, modelagem teorica, entre outras.
Dentre essas, a difragao de raios X devido a alta resolucao com que se pode descrever a
densidade eletronica dos atomos envolvidos tém sido umas das técnicas mais utilizadas.

Basicamente a cristalografia de macromoléculas consiste em construir um modelo
estrutural no qual as posicoes dos &tomos do modelo representam uma média espacial das
posicoes dos atomos da macromolécula estudada. Uma vez que a estrutura tridimensional
da macromolécula possui informagao essencial para o entendimento detalhado de varios

processos biolégicos como catdlise enzimatica, infecgao viral, divisao celular e metabolismo
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de DNA, por exemplo, além de ter aplicacao no planejamento racional de novos farmacos

e vacinas (BRANDEN; TOOZE, 1999).

As proteinas sao macromoléculas extremamente importantes. Sao responsaveis
por diversas fungoes biol6gicas como catdlise, transporte, regulacao, protecao, entre ou-
tras,sendo portanto vitais para os seres vivos. Estruturalmente as proteinas sao polimeros
formados por aminoacidos, ligam-se por meio de ligacao peptidica e apresentam uma es-
trutura tridimensional. As proteinas organizam-se em quatro niveis estruturais: estrutura
priméaria (ligacdo covalente de aminoacidos formando uma cadeia polipeptidica), estrutura
secundéria (interagao de aminoéacidos vizinhos formando a-hélices, fitas-3 e loops), estru-
tura terciaria (arranjo tridimensional da cadeia polipeptidica devido interacao de aminoa-
cidos distantes na cadeia) e estrutura quaternaria (interagoes entre subunidades, arranjo
tridimensional de diferentes cadeias polipeptidicas). A demanda do conhecimento da es-
trutura tridimensional de uma proteina provém intimamente da relacao entre estrutura e
fungao (LEHNINGER; NELSON; COX, 2008).

Uma proteina que desperta interesse ha mais de 3 décadas é a proteina RecA, essa
é um protétipo de uma classe de proteinas encontradas em todos os organismos, desde
bactérias até humanos. A proteina RecA possui importante funcdo em um complexo
sistema de reparo a danos ao DNA. Na presenca de danos no DNA a proteina RecA
polimeriza-se sobre o DNA simples-fita (do inglés single-strand DNA - (ssDNA)) como
um filamento helicoidal e ao identificar o DNA dupla-fita (do inglés double-strand DNA
- (dsDNA)) homologo cataliza a reacdo de trocas de fitas e, assim promove o reparo
do DNA pela via de recombinagao homologa (STASIAK; CAPUA, 1982; PUGH; COX,
1988a; KOWALCZYKOWSKI; EGGLESTON, 1994; COX, 2003; JANION, 2008).

Diversos estudos foram realizados para elucidar os mecanismos de formacao
dos filamentos da proteina RecA sobre o DNA (REGISTER; GRIFFITH, 1985; COX,
1997; GALLETTO et al., 2006; STASIAK; CAPUA, 1982; STASTIAK; EGELMAN, 1986;
EGELMAN; STASTAK, 1986; PUGH; COX, 1988a; STASIAK; EGELMAN; HOWARD-
FLANDERS, 1988; CHANG et al., 1988; YU et al., 2004). Inicialmente, o filamento

da proteina RecA-DNA foi caracterizado por imagens de microscopia de eletronica (ME).
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Observou-se que a proteina RecA liga-se ao DNA na propor¢ao de 3 nucleotideos (ssDNA)

ou 3 pares de base (pb) (dsDNA) por monémero de RecA, formando um filamento he-
xamérico com passo helicoidal de 95 A, possuindo 6,18 subunidades de RecA por volta
helicoidal. Posteriormente, utilizando-se da mesma técnica observou-se que as subuni-
dades se polimerizam do terminal 5" para o 3’ no ssDNA, e também que o filamento
apresenta um sulco profundo onde se encontra ligado o DNA. A ligacao RecA-DNA é
dependente da ligacao conjunta de ATP. Estudos com ATP~S revelaram um acréscimo
na quantidade de monoémeros de RecA ao DNA, e portanto, mostraram que a ligacao
RecA-DNA ¢ dependente (ou otimizada) pela ligagao conjunta de ATP (STASIAK; CA-
PUA, 1982; STASIAK; EGELMAN, 1986; EGELMAN; STASIAK, 1986; PUGH; COX,
1988a; STASTAK; EGELMAN; HOWARD-FLANDERS, 1988; CHANG et al., 1988; YU
et al., 2004). Um estudo de espalhamento de néutrons a baixo e alto angulo dos complexos
RecA- ATP~S, RecA-ssDNA e RecA-dsDNA | corrobora com resultados anteriores de ME
na estruturacao dos filamentos da proteina RecA sobre o DNA (TIMMINS; RUIGROK;
CAPUA, 1991; DICAPUA et al., 1990).

Story, Weber e Steitz (1992) obtiveram o primeiro cristal da proteina RecA da
bactéria Escherichia coli (EcRecA). Os dados de cristalografia de raios X mostram uma
organizacao helicoidal como aquela previamente predito por ME. O cristal pertence ao
grupo espacial P6;, e a simetria cristalografica 6; forma um hexamero no filamento do
cristal que possui um passo helicoidal de 82,7 A (correspondente ao eizo-c da cela unitéria).
Posteriormente, para essa mesma proteina foi determinada sua estrutura complexada a
molécula de ADP (STORY; STEITZ, 1992), ambos os cristais foram obtidos na auséncia
de DNA.

A partir do modelo cristalografico gerado constatou-se que a estrutura tridimensi-
onal da proteina EcRecA consiste de um grande dominio central, proximo a dois pequenos
subdominios carboxilico e amino terminal. O dominio central (aa 34 - 268) contém 8 fitas
B e 6 a-hélices, intercaladas entre si. Este dominio possui o sitio de ligagao do ATP, os
motivos Walker A (aa 66 - 73) e B (aa 195 - 209), existem duas regides de ligacao ao
DNA; loops Ly (aa 157 - 164) e Lo (aa 195 - 209) essas sdo desordenadas no cristal. O
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dominio C-terminal (aa 270 - 328) é a regido menos conservada, essa possui 3 a-hélices

e 2 fitas-f e é projetado para fora do filamento de RecA. O dominio N-terminal (aa 1 -
30) é a regido de interagao entre os monomeros da RecA na formagao do filamento. Na
estrutura ainda existe 25 residuos do dominio C-terminal que nao sao visiveis no mapa de
densidade eletronica e fazem parte de uma regiao desordenada da estrutura. A interacao
entre subunidades no cristal de EcRecA ocorre por meio de diversas pontes de hidrogénio
e também interagoes ionicas (STORY; WEBER; STEITZ, 1992; STORY; STEITZ, 1992).

A estrutura das proteinas RecA de Mycobacterium smegmatis (MsRecA), Myco-
bacterium tuberculosis (MtRecA) , também foram determinadas por cristalografia de raios
X (DATTA et al., 2003; CHANDRAN et al., 2015). Essas se mostraram estruturalmente
similares a estrutura da proteina EcRecA relatada acima. Entretanto, o passo helicoidal
do filamento no cristal dessas proteinas ¢ menor, 74,41 A e 72,89 A para a MsRecA e
MtRecA, respectivamente. As proteinas MsRecA e MtRecA dividem 89% de identidade
nas suas sequéncias, e possuem pequenas diferencas estruturais. Foram realizadas co-
cristalizacoes das proteinas MsRecA e MtRecA com ADP, ATP~S e dATP, constatou-se
que a regiao da ligagao do nucleotideo dessas proteinas possuem uma consideravel variacao
nas posicoes atomicas desses nucleotideos. Essa variacoes foram explicadas pela presenca
de aminoacidos polares na regiao de ligacao, essa regiao possui baixa identidade com a
mesma regiao da proteina EcRecA (DATTA et al., 2003). Na MsRecA e MtRecA foram
observadas variacoes estruturais responsaveis pela formacao dos filamentos. A superfi-
cie do filamento da MsRecA é mais carregada negativamente, quando comparada com
MtRecA, os autores atribuem essa diferenca devido a sequéncias de aminoacidos dessas
proteinas. As pontes de hidrogénio e interacoes idnicas observadas entre as subunidades
da EcRecA, ndo foram observadas em MsRecA e MtRecA (DATTA et al., 2003; CHAN-
DRAN et al., 2015).

O organismo Deinococcus radiodurans descoberto em 1956 por Arthur W. Ander-
son durante testes de esterilizagao de alimentos, mostrou-se altamente resistente a altas
doses radioativas, essa resisténcia decorre em parte da sua alta capacidade de reparo as

lesGes no seu DNA (STORY; WEBER; STEITZ, 1992; STORY; STEITZ, 1992). A pro-
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teina RecA de Deinococcus radiodurans (DrRecA) possui 56% de identidade com proteina

EcRecA, entretanto a proteina DrRecA é extremamente toxica para E. coli. O passo
helicoidal do filamento da DrRecA possui 67,5 A, é o menor passo determinado para o
filamento das proteinas RecAs homologas. Embora a estrutura da proteina DrRecA seja
similar a da proteina EcRecA, existe uma grande reorientacao da regiao C-terminal no
cristal. A conformacao monomérica da proteina DrRecA difere das demais estruturas ja
resolvidas, o dominio C-Terminal é deslocado quando comparado com EcRecA, desviando-
se de 14 em relagao ao eixo de empacotamento do cristal. Este dominio ¢ importante pois
possui o sitio de ligagao para dsDNA e também parte dos residuos menos conservados. Na
regiao interna do filamento da proteina DrRecA foi constatado um aumento de potencial
eletrostatico positivo em relacao a proteina EcRecA, o que supostamente aumentaria a
afinidade ao DNA simples-fita (RAJAN; BELL, 2004).

Outras trés estruturas da proteina EcRecA ligadas ao ADP foram analisadas
(XING; BELL, 2004). O dominio central dessas novas estruturas sao essencialmente idén-
ticos, comparada com a estrutura de EcRecA resolvida anteriormente (). No entanto, um
pequeno deslocamento é verificado na regiao N-terminal, que é reorientado para preservar
a interacao monomero-monomero no empacotamento do cristal. Também foi constatado
uma significante mudancga na orientacao e conformacao do dominio C-terminal. Em um
dos cristais, chamado de "forma 2", um fon de Ca®" est4 ligado proximo a fita-3 do domi-
nio C-terminal e também proximo ao residuo Asp38 do centro do filamento. Nos cristais
denominados de "forma 3" e "forma 4", os fons SO;? ou PO;?, estdo ligados no mesmo
sitio que proteina EcRecA liga o nucleotideo ADP. Nestes novos cristais o passo helicoidal
do filamento é de aproximadamente de 84 A. Estes sdo relativamente mais comprimidos
que o da estrutura original da proteina EcRecA, que possui passo helicoidal de 82,7 A
(XING; BELL, 2004).

Também foram reportadas as estruturas cristalograficas dos complexos EcRecA-
ssDNA e EcRecA-dsDNA (CHEN; YANG; PAVLETICH, 2008), devido a importancia
dessas estruturas ligadas ao DNA uma descricdo detalhada sera realizada no Capitulo 2

deste trabalho.
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A proteina RecA apresenta atividade de hidrolise de ATP dependente de DNA

(atividade ATPasica) (ROCA; COX, 1997; KIM et al., 2002). A atividade ATPasica
vem sendo utilizada para estudar a dinamica de formagao dos filamentos (polimerizagao)
dessa proteina sobre o DNA. Se a estrutura do DNA (linear ou circular) utilizada é
conhecida, parametros cinéticos podem ser aferidos para estabelecer a completa formacao
de filamentos continuos da proteina RecA sobre o DNA, uma vez que, a taxa de hidrolise de
ATP é diretamente proporcional a quantidade de mondémeros de RecA ligados ao DNA.
Em condigoes padroes a polimerizacao ocorre em equilibrio dinamico, qualquer agente
externo que perturbe o equilibrio ird afetar diretamente os pardmetros cinéticos. Uma
condigao padrao comumente utilizada é aquela em que o DNA circular simples-fita (do
inglés circular single-strand DNA (cssDNA)) é incubado com a proteina RecA, a fim de
permitir que essa faca a nucleagdo no DNA, seguido da adi¢ao de ATP e da proteina SSB
(agente externo). A proteina SSB remove a estrutura secundaria do DNA, e promove a
formagao de filamentos continuos da proteina RecA. Nesta situagao filamentos continuos
sao formados, refletindo a completa ou quase completa ligacdo da proteina RecA ao DNA
disponivel. A dinamica de polimerizacao foi caracterizada pela atividade ATPasica para as
proteinas RecA de E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae e Deinococcus
radiodurans, na presenca ou auséncia da proteina SSB (KOWALCZYKOWSKI et al.,
1987; ROY et al., 2009; STOHL et al., 2011; BAITIN et al., 2006; KIM et al., 2015), e
mostrou-se variavel de organismo para organismo.

A polimerizacao dos mondomeros da proteina RecA sobre o DNA, conjuntamente
com o passo helicoidal dos filamentos, foram identificadadas como um dos aspectos impor-
tantes para as atividades gerais dessa proteina. O tamanho do passo helicoidal mostrou-se
ser um parametro importante para identificar duas conformacoes distintas na qual os fi-

lamentos colapsam, sendo essas:

e Conformagao comprimida (inativa): A forma comprimida do filamento é funcio-
nalmente inativa, formada pela proteina RecA sozinha ou ligada ao ADP, tanto
na presenca ou auséncia de DNA, nessa conformacao os hexadmeros do filamento

possuem um passo helicoidal que variam de 65-85 A, possuindo 6,2 monomeros de
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RecA por volta (STORY; WEBER,; STEITZ, 1992; GALLETTO et al., 2006; RA-

JAN; BELL, 2004; DATTA et al., 2003; CHANDRAN et al., 2015; ELLOUZE et
al., 1995);

e Conformagao estendida (inativa): A forma estendida e funcionalmente ativa, é for-
mada pela RecA ligada ao ssDNA ou dsDNA, na presenca de ATP ou analogos de
ATP, mantém-se 6,2 monoémeros de RecA por volta, e assume um passo de 90-100
A, determinado por ME e técnicas de espalhamento (EGELMAN; STASTAK, 1986;
TIMMINS; RUIGROK; CAPUA, 1991; DICAPUA et al., 1990).

A importancia da proteina RecA da-se pelo fato de que ela faz parte um conjunto
de proteinas cruciais para recombinagao genética, que por sua vez, faz parte de uma familia
de proteinas RecAs, utilizadas para a recombinacdo em ambos, procariotos e eucariotos
(CHANET et al., 1996).

Embora algumas estruturas tridimensionais da proteina RecA tenham sido resol-
vidas, muitas questoes ainda permanecem em aberto. Em particular, no que diz respeito
da polimerizacao da RecA sobre o DNA. Informacoes estruturais sobre a proteina Hs-
RecA e o filamento RecA-DNA, juntamente com dados fisiol6gicos podem contribuir para
o entendimento das func¢oes dessa proteina.

A proposta deste trabalho consistiu em explorar a partir de uma nova estrutura
da proteina RecA os mecanismos moleculares que promovem a polimerizacao da RecA
como filamentos. Para tal proposito foi realizada a determinacao da estrutura tridimen-
sional da proteina RecA da bactéria Herbaspirillum seropedicae SmR1 (HsRecA) a alta
resolucao atomica, por meio da técnica de difracao de raios X. Utilizando ferramentas de
bioinformatica foram gerados alinhamentos estruturais com diversas RecAs homologas,
sobreposicoes estruturais e potenciais eletrostaticos de superficie, a fim de identificar se
existe um mecanismo estrutural geral que governa a polimerizacao da RecA na forma de
filamentos helicoidais.

E também, caracterizar a dinamica de formacao dos filamentos da proteina RecA

de H. seropedicae. Para tal proposta foi utilizado o monitoramento da atividade ATPésica
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da RecA por meio de espectroscopia de absor¢ao no ultravioleta e imagens de microscopia

eletronica de transmissao.

A presente tese é uma complementacao a apresentada pela Profa. Dra. Carolina
Weigert Galvao ao Curso de Pos de Graduacio em Ciéncias, Area Bioquimica, do Setor
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana, que teve como objetivo geral
a caracterizagao bioquimica das proteinas RecA e RecX de H. seropedicae. A bactéria
H. seropedicae & uma bactéria endofitica capaz de fixar de nitrogénio sob condicoes de
limitagao de amonio e oxigénio, sendo muito importante para sistemas agricolas.

Assim, esta tese teve como objetivo geral:

e Realizar a caracterizacao estrutural por cristalografia de raios X, e funcional por
técnicas espectroscopicas da proteina HsRecA. Direcionando os estudos para a di-
namica de formagao e estabilidade dos filamentos da proteina HsRecA na auséncia

e presenca de DNA.
No qual conduziu aos seguintes objetivos especificos:

e Realizar a expressao e purificacdo da proteina HsRecA na sua forma nativa por

métodos cromatograficos de alta especificidade;

e Cristalizar e determinar a estrutura tridimensional da proteina HsRecA por meio
da técnica de difracao e cristalografia de raios X, adicionalmente realizar estudos

estruturais comparativos com o modelo cristalografico obtido;

e Caracterizar a dinamica de formacao e estabilidade dos filamentos da proteina Hs-

RecA, por meio da atividade ATPé4sica e microscopia eletronica.

e Elucidar os mecanismos moleculares que promovem a polimerizacao da RecA como

filamentos.
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Capitulo 2

Estrutura e Funcao da Proteina RecA

2.1 Fontes de Lesoes e Mecanismos de Reparo de DNA

Todo organismo vivo esta sujeito a danos no seu material genético. O reparo
desses danos sao essenciais para preservar uma variedade de processos biologicos relacio-
nados ao metabolismo de DNA. Neste capitulo seré discutido algumas fontes de leses ao
DNA, e os mecanismos de reparo. Nos mecanismos de reparo serd dado énfase especial
para a via por recombinac¢ao homoéloga uma vez que essa é mediada pela proteina RecA.
A proteina RecA é chave dos mecanismo de reparo e objeto de estudo deste trabalho.

O genoma de todo organismo contém importantes informagoes que direcionam seu
desenvolvimento, reproducao e sobrevivéncia. O material genético esta sujeito a varios
danos, assim como qualquer outra macromolécula esta sujeita a modificacoes espontaneas,
como as decorrentes da instabilidade das ligacoes quimicas, ou ainda lesoes causadas por
agentes fisicos ou quimicos. O reparo dessas lesoes é essencial para a manutencao de toda
informacao genética, e alteracoes podem levar a modificacao da estrutura primaria de
proteinas, estrutura de RNN funcional e controle de expressao, uma vez que o proprio
DNA é molde para sua duplicacao, producao de diversos tipos de RNAs e proteinas
(KUZMINOV, 1999; LINDAHL; NYBERG, 1972; TORNALETTI; HANAWALT, 1999).

As lesoes no DNA podem ser de origem externa e/ou interna a célula. Interna-

mente espécies reativas de oxigénio sao os principais agentes deletérios, ocorrendo normal-
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mente durante o metabolismo celular, entre eles pode-se citar o peroxido de hidrogénio,

esse reage com fons metélicos como o Fe** proximo ao DNA, gerando radical OH que por
sua vez reagem imediatamente com a molécula de DNA (HENLE; LINN, 1997).

As fontes externas de lesdes ao DNA incluem luz ultravioleta, radiagoes ionizantes
como raios X, raios v e agentes quimicos. Tratando das lesoes por radiacoes ionizantes,
essas podem causar simples e/ou duplas quebras no DNA (double-strand break - DSB).
Na presenca de lesbes no DNA, eventos como a replicacdo podem ser interrompidos, e
somente serd restabelecido até que algo seja realizado para contornar o problema. No
entanto, dependendo do tipo de lesao a replicacao é mantida, isso ocorre adicionando um
nucleotideo aleatorio frente a lesao, esse sistema é chamado de sintese translesao (bypass),
é suscetivel a erros e aumenta a frequéncia de mutacoes e, uma potencial origem de cancer
(BAYNTON; FUCHS, 2000), essa é uma situagao bastante peculiar. No entanto, a maioria
das lesoes sao reparadas por meio de diversos mecanismos, os quais serao explicados
posteriormente neste capitulo.

Do ponto de vista da replicacao, essa quando é interrompida ocasiona pelo menos
trés danos a molécula de DNA: (i) indugdo de delegbes e rearranjos genomicos, (ii) indugao
de mutagoes e (iii) inducao de letalidade, o proprio DNA afim de suprimir ou reduzir a
frequéncia de alteracoes desenvolveu uma rede enzimatica composta de diversas proteinas,
capaz de contornar tais danos (FRIEDBERG; WALKER; SIEDE, 1995).

A rede enzimética desenvolvida utiliza-se de diferentes mecanismos de atuacao,
como por exemplo reparo por reversao direta, reparo por excisao de bases, nucleotideos
e pareamentos incorretos e o reparo por recombina¢ao homologa (TORNALETTI; HA-
NAWALT, 1999; FRIEDBERG; WALKER; SIEDE, 1995; COX, 2001). Sendo que a
recombinag¢ao homéloga faz parte de um mecanismo biolégico mais amplo e nao é utili-
zada somente para fins de reparo e é mediada pela proteina RecA (COSTECHAREYRE;
BERTOLLA; NESME, 2009).



31

Reparo por Recombinacao Homoéloga
O processo de reparo por recombinacao homoéloga promove o reparo de DNA
de forma nao mutagénica (ROBU; INMAN; COX, 2001). No reparo nao mutagénico, a
restauragao da replicagao ocorre sem comprometer a integridade do genoma. Isso pode
ocorrer por duas vias, (I) reparo de dupla quebra na forquilha de replicacao (do inglés
double strand break, DSB) e (II) reparo de lacuna (do inglés gap). A figura (2.1) apresenta
sistematicamente o modelo de reparo da DSB via recombinagao homoéloga. Devido a
presenga de uma lesao a forquilha de replicagdo composta pela DNA polimerase 11T (pollII)
encontra uma quebra na estrutura do DNA em umas das fitas molde e colapsa, etapa (1),
de acordo com a figura. O duplex de fitas contendo a lesao é processado pelo complexo de
nucleases RecBDC, que digere a sequéncia de nucleotideos da fita danificada na direcao
5’ —3', até encontrar a sequéncia chi (5’ —GCTGGTGG —3'), resultando em uma regiao de
DNA simples fita (ssDNA), etapa (2). A proteina RecA é recrutada e forma um filamento
ao redor do ssDNA, identifica a fita homdloga no duplex inferior de dsDNA, etapa (3),
e a propria proteina RecA realiza a trocas de fitas utilizando a fita complementar, etapa
(4). Por fim, apos a troca de fitas é gerado uma estrutura ramificada (em forma de cruz)
denominada jun¢do de Holliday, que é processada pelo complexo ReuABC, etapa (5), e a

replicacao é restabelecida.
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Figura 2.1: A ilustracdo mostra as etapas do modelo de reparo via recombinacdo homologa da DBS. Os
principais processos biolégicos estao indicados nas etapas de 1 - 4, de acordo com o texto. Neste modelo
destaca-se a proteina RecA, responsével por catalisar da troca de fitas de DNA e assim efetuar o reparo

da fita danificada.
% Lesdo

(0

Inicio da replicacdo l Pollll

Forquilha de replicacio 7—
colapsa /1 l

2

Complexo de nucleases  ——————— = RecBDC
€)
Nucleagao da fita ssDNA l RecA
@ -/
Trocas de fitas l RecA
&)
Resolucdo da Juncdo Holliday l RecUV
N

Fonte: Adaptado de Cox (2001).

Dentro dessa complexa maquinaria para conservar a integridade genética, desta-
case a proteina RecA, a funcao da proteina RecA no sistema de reparo por recombinacao
consiste em catalisar as trocas de fita de DNA entre as duas sequéncias homologas, dessa

forma promove o reparo por recombinacao, preservando a fidelidade da sequéncia de nu-

cleotideos da fita filha.
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2.2 A Proteina RecA

Funcoes Gerais da Proteina RecA

A proteina RecA exerce papel central no complexo sistema de reparo a lesoes do
DNA. Ela também exerce importante papel na inducao de expressao de proteinas que co-
efetuam o reparo de DNA atuando sobre uma rede regulatoria conhecida como resposta
SOS. A proteina RecA é encontrada em todos os organismos, incluindo eucariotos onde
sua homologa é denominada de Rad51. Basicamente, a RecA é a proteina central do

sistema de reparo de DNA e suas funcoes incluem:

(A) Ativacao do sistema SOS: A proteina RecA ao clivar a proteina LexA aciona o sistema

de reparo SOS, esse evento desencadeia a expressao de mais de 43 genes ligados a

esse processo, incluindo a propria RecA (COURCELLE et al., 2001);

(B) Ativagao do mecanismo de reparo mutagénico: Ao clivar o complexo UmuDC ativa o

sistema de reparo mutagénico, geralmente expresso numa situagao de graves lesoes

no DNA (TANG et al., 1999; GRUBER et al., 2015);

(C) Reacio de trocas de fitas: Na presenca de leses no DNA a proteina RecA realiza a
troca de fitas entre duas sequéncias homologas, dessa forma promove o reparo pela

via de recombinagao (COX, 1997; MACFARLAND et al., 1997);

(D) Atividade ATPasica: A proteina RecA forma filamentos helicoidais ao redor do DNA
e liga-se cooperativamente ao ATP. As atividades acimas citadas sao suportadas pela

hidrolise de ATP (LEE; COX, 1990).

Estrutura Tridimensional da Proteina RecA

A proteina RecA na sua forma funcional polimeriza-se ao redor do DNA e forma
filamentos helicoidais, possuindo hexameros como unidade biologica (YU; EGELMAN,
1997). Imagens por microscopia eletronica (ME) tém sido utilizadas para caracterizar o

filamento RecA-DNA. A figura (2.2) apresenta 3 hexameros da proteina RecA, formando
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parte de um modelo de filamento, esse modelo foi proposto utilizando reconstrugoes tri-

dimensionais das imagens geradas por ME e possui 20 A de resolucéio atéomica.

O modelo provém uma imagem pictérica da estrutura do filamento da proteina
RecA. No modelo, significante alteracao é observada nos filamentos contendo RecA-
dsDNA-ATP, onde mudangas na regiao C-terminal sao dependentes do estado do nu-
cleotideo ligado, ou seja, ATP ou ADP. Em reconstrucoes de imagens de ME o sitio de
ligacao do ADP estd na interface entre adjacentes monémeros. O modelo nao possui

resolucao suficiente para identificar o DNA ligado (VANLOOCK et al., 2003).

Figura 2.2: Modelo estrutural do hexamero da proteina EcRecA gerado por reconstrucoes de imagens
de microscopia eletronica. Na figura, é mostrado um filamento contendo trés subsequentes hexameros.
A posicao de ligacdo do ADP esta indicada na interface monémero-monoémero. Cada mondémero possui
uma cor para diferenciacao.

Fonte: Adaptado de VanLoock et al. (2003), pdb:1N03.

O primeiro modelo cristalografico do monémero foi obtido para a proteina RecA
da bactéria E. coli (EcRecA). A estrutura monomeérica da EcRecA consiste de um grande
dominio central, também chamado de core ATPasico, préoximo a dois subdominios N-
terminal (NT) e C-terminal (CT). A representacdo em diagrama de fitas da estrutura
monomérica da EcRecA é mostrada na figura (2.3) e um alinhamento sequencial, com
os respectivos os motivos estruturais com outras sequéncias de bactérias é mostrado na

figura (2.4) (STORY; WEBER; STEITZ, 1992; STORY; STEITZ, 1992).
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Figura 2.3: Diagrama de fitas do modelo cristalografico da proteina RecA de E. coli, esse consiste de
trés dominios: uma regido N-terminal, um dominio central (regido sombreada) e um dominio C-terminal.
Também esta indicado a regido do sitio de ligacdo do nucleotideo ADP.

N-terminal

Dominio Central

C-terminal

Fonte: Adaptado de Story, Weber e Steitz (1992), Story e Steitz (1992), merge pdb:1REA e 2REB.
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Figura 2.4: Alinhamento sequéncial das proteinas de RecA de H. seropedicae (HsRecA), M. tuberculosis
(MtRecA), M. smegmatis (MsRecA), D. radiodurans (DrRecA), (EcRecA) E. coli.
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O cristal pertence ao grupo espacial (P6;), que por simetria gera um filamento

também helicoidal, em concordancia com os dados de ME. O eixo ¢ da cela unitaria possui
82,7 A, esse corresponde ao passo helicoidal do filamento na estrutura cristalografica. O
subdominio N-terminal (aa 1 - 30) é a regiao de interacao entre mondmero-monomero,
conjuntamente com o dominio central estabiliza a formacao do filamento no cristal. O
dominio central (aa 34 - 268) contém 8 fitas § e 6 « - hélices intercaladas entre si. Este
dominio possui o sitio de ligacao do ATP, os motivos Walker A (aa 65 - 73) e B (aa 194 -
209), existem ainda duas regides de ligagdo ao DNA| designadas loops L; (aa 156 - 164) e
Ly (aa 194 - 209) esses que sao desordenadas no cristal e ndo estao visiveis nos mapas de
densidade eletronica. O subdominio C-terminal (aa 269 - 328), constitui-se de 3 a-hélices
e 2 fitas J e é projetado para fora do filamento, o C-terminal também possui um sitio de
ligacao para o dsDNA. Ainda existem 25 residuos na regiao C-terminal da estrutura que
nao sao visiveis no mapa de densidade eletronica e fazem parte de uma regiao desordenada
da estrutura (STORY; WEBER; STEITZ, 1992; STORY; STEITZ, 1992).

Os mondmeros da proteina EcRecA se ligam ao DNA produzindo um filamento
helicoidal dextrogiro. Chen, Yang e Pavletich (2008) relataram a estrutura cristalografica
dos complexos EcRecA-ssDNA e EcRecA-dsDNA. A proteina EcRecA se liga a cada trés
nucleotideos de ssDNA ou 3 pares de base de dsDNA. Devido a ligacdo da RecA ao DNA
a conformacio tipo B do DNA é alterada: na conformacio B o DNA possui 3,4 A e aloca
18,6 pares de base por volta helicoidal, porém quando ligado ao filamento, altera-se para
5,1 A e aloca 10,5 pares de base por volta helicoidal. O ssDNA e ATP ligam-se na interface
monoémero-monoémero cooperativamente, explicando o motivo pela qual ligacao do ATP é
dependente de ligacao ao DNA.

A figura (2.5) mostra a estrutura da EcRecA-ssDNA, essa corresponde a molé-
cula EcRecAg(dT)15(ADP-AlF,- Mg), onde o ADP-AlF;- Mg é um analogo de ATP nao
hidrolisavel, que imita o estado de transicao da hidrolise de ATP. Esse filamento repre-
senta o intermediario estrutural no pareamento para doador dsDNA na reacao de trocas
de fitas e é chamado de filamento pré-sindptico. A figura (2.6) mostra a estrutura da

EcRecA-dsDNA, essa corresponde a molécula RecAs(dT")15(dA)12(ADP — AlFy- Mg), e
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foi postulada como sendo o produto apds a reagdo de trocas de fitas (CHEN; YANG,;

PAVLETICH, 2008).

Figura 2.5: Diagrama de fitas do modelo cristalogrifico do filamento pré-sindptico, representando o
estado do filamento antes da reacdo de troca de fitas, da proteina RecA de E. coli. O modelo contém 6
monomeros ligados por um loop flexivel. No filamento o ssDNA estd ligado internamente ao filamento.
Cada monoémero esté colorido de uma cor para diferenciagao.

Fonte: Adaptado de Chen, Yang e Pavletich (2008), pdb:3cmu.
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Figura 2.6: Diagrama de fitas do modelo cristalografico do filamento pés-sinaptico, produto apos a
reacdo de trocas de fitas, da proteina RecA de FE. coli. No filamento o dsDNA esta ligado internamente
ao filamento. O modelo contém 5 mondmeros ligados por um loop flexivel.

Ji}

Z

RecAl

Fonte: Fonte: Adaptado de Chen, Yang e Pavletich (2008), pdb:3cmv.

Nas estruturas contendo ssDNA e dsDNA os loops de ligagao ao DNA Ly e Ly no
cristal passa a ser ordenado, onde L; forma uma pequena hélice ( aL;), seguido por uma

volta e Ly forma duas fitas S antiparalelas SL; - 5Lo.
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Para obtenc¢ao das estruturas reportadas por Chen, Yang e Pavletich (2008),

todos os mondémeros de RecA de um hexamero foram expressos ligados covalentemente
através de um link de aminoacidos, sendo que o primeiro mondémero apresentava o dominio
N-terminal deletado e o tltimo mondémero apresentava o dominio C-terminal mutado
nas seguintes posi¢coes Cysl17Met, Serl18Val e GIn119Arg. Segundo os autores, tais
mudancas foram realizadas afim de evitar a oligomerizacao entre hexameros. Na RecAs
seu C-terminal foi mutado nas seguintes posigoes Cysl17Met, Serl18Val e GIn119Arg,
essas mutacoes também impedem o processo de oligomeracdo. Alteragoes na regiao C-
terminal ja demostraram anteriormente que as atividades de ligagao ao DNA e trocas de
fitas sao modulagoes que afetam negativamente as atividades da proteina RecA em E. coli.
As RecAs_4 permaneceram com suas sequéncias inalteradas. A presenca do link (Thr-
Gly-Ser-Thr-Gly-Ser-Gly-Thr-Thr-Gly-Ser-Thr-Gly-Ser) nao foi abordado pelos autores

sobre a possibilidade de induzir alteracdes na estrutura do filamento.

A Polimerizacao da Proteina RecA Sobre o DNA

A proteina RecA pode ligar-se em ambos ssDNA e dsDNA, mas a polimeriza-
¢ao ocorre preferencialmente sobre o ssDNA (REGISTER; GRIFFITH, 1985; LUSETTT;
COX, 2002). A formagao do filamento de RecA sobre o ssDNA, na presenga de ATP ou
analogos de ATP, é um passo crucial no reparo da DSB durante o processo de reparo
via recombinacdo (KOWALCZYKOWSKI; EGGLESTON, 1994). Esse processo ocorre
em duas etapas distintas: na primeira etapa a proteina RecA nucleia-se sobre o DNA
como oligdbmeros de 4-6 mondmeros, na segunda, ocorre uma rapida polimerizacao que se
estende sobre o0 DNA a taxas maiores que 1000 monomeros/min a 37 °C, essa ¢ unidire-
cional, ocorrendo na direcao 5° — 3’ do ssDNA. Neste processo é formado um continuo
filamento da proteina RecA sobre o DNA. Por fim, ocorre o processo de dissociacao do
monodmeros a partir da extremidade oposta ao terminal de associacao, ou seja, a dissocia-
¢ao também é unidirecional ocorrendo na dire¢ao 5> — 3’ do ssDNA (GALLETTO et al.,
2006; SHAN; COX, 1997; FU et al., 2013). A figura (2.7) apresenta sistematicamente a

formacao dos filamentos de RecA sobre o DNA.
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Figura 2.7: Polimerizacdo da proteina RecA sobre o ssDNA. A RecA nucleia-se sobre o DNA como
oligbmeros de 4-6 mondmeros, posteriormente a polimerizagdo pode ocorrer a taxas maiores que 1000
monomeros/min a 37 °C. E por fim, ocorre a dissociagdo de um tinico mondémero por vez. Ambas
polimerizagao e dissociagdo sao unidirecionais, ocorrendo na dire¢do 5° — 3’ do ssDNA.
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Fonte: Adaptado de Lusetti e Cox (2002).

Nos filamentos de RecA formados sobre o DNA circular simples-fita (circular
single-strand DNA (cssDNA)) o equilibrio entre dissociacao e associagdo dos monomeros
mantém o cssDNA totalmente preenchido, consequentemente a taxa de hidrolise de ATP
mantém-se constante e maxima, 30 p molt.por minuto, na presenca de lacunas, essas sao
rapidamente preenchidas pela rapida extensao do filamento, nao alterando significativa-
mente a taxa de hidrolise. A manutencao da taxa de hidrolise de ATP é caracteristica
exclusiva do filamento de RecA formado sobre cssDNA, que permite verificar a influéncia
de outras proteinas sobre a atividade de hidrolise de ATP da proteina RecA (DREES;
LUSETTT; COX, 2004; DREES et al., 2004).

O filamento formado sobre o DNA colapsa em duas conformacoes: A primeira
conformacao é a forma comprimida do filamento e é funcionalmente inativa, é¢ formada pela

proteina RecA sozinha ou ligada ao ADP. Tanto na presenca ou auséncia de DNA, nessa
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conformacio os hexameros do filamento possuem um passo helicoidal de 65-85 A (STORY;
WEBER; STEITZ, 1992; GALLETTO et al., 2006; RAJAN; BELL, 2004; DATTA et al.,
2003; CHANDRAN et al., 2015; ELLOUZE et al., 1995), e possui 6,2 monoémeros de
RecA por volta. A segunda conformacao é a forma estendida e funcionalmente ativa, essa
¢ formada pela RecA ligada ao ssDNA ou dsDNA, na presenca de ATP ou andlogos de
ATP, mantém 6,2 monomeros de RecA por volta, e assume um passo helicoidal de 90-100

A, determinado por microscopia eletronica (EGELMAN; STASIAK, 1986).

Atividade ATPasica da Proteina RecA

A ligacao do ATP otimiza a polimerizagao da RecA ao DNA. Enquanto a hidro-
lise de ATP nao é requerida para a associacao dos monémeros de RecA no ssDNA, sem
a hidrolise de ATP nao ocorre a sua dissociacdo (SHAN; COX, 1997; LINDSLEYS, 1990;
SHIVASHANKAR et al., 1999). A hidrolise de ATP ocorre uniformemente através do fila-
mento (BRENNER et al., 1987),nao foram observadas evidéncias de aumento dessa taxa
nas suas extremidades. Na auséncia de qualquer agente que altere a atividade ATPéasica
intrinseca de RecA, a taxa de hidrolise de ATP é diretamente proporcional & quantidade
de mondémeros de RecA ligados ao DNA, e essa pode ser utilizada para caracterizar de
forma indireta a dinamica de formagao e estabilidades dos filamentos (SHAN; COX, 1997;
DREES; LUSETTI; COX, 2004).

A atividade ATPasica na proteina RecA é dependente do DNA, apenas em con-
digoes de alta concentracao de sal (1,5-2 mol/L) e pH 6,0 a hidrolise ocorre na auséncia
de DNA (PUGH; COX, 1988b). O valor do k., da RecA para a hidrolise de ATP é de
aproximadamente de 30 min~! quando ligada ao ssDNA e de 16 - 20 min~! quando ligada
ao dsDNA a 37°C.

Diversas proteinas que exibem atividade ATPésica usam a energia da hidroélise
do ATP para realizar trabalho mecanico, elas possuem um dominio estrutural comum
chamado core ATPésico, que foi primeiro identificado na proteina RecA. A figura (2.8)

mostra a topologia do core ATPasico de diversas proteinas tipo-RecA.
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Figura 2.8: Sobreposicao da topologia de seis proteinas tipo-RecA. Essas seis proteinas pertencem a diver-
sas familias de proteinas, incluindo a superfamilia AAA protease FtsH (vermelho), ABC transporte MalK
(azul), PilT familia conjugativa de plasmideo TrwB (verde), Superfamilia da helicase I PcrA (amarelo),
tipo-DnaB T7 helicase (azul ciano), e F1 ATPase (magenta).
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Fonte: Adaptado de Liao (2011).

Estruturalmente o core ATPasico se organiza de forma que suas fitas S consti-
tuintes seguem a ordem 51432, como mostrado na figura (2.8). As fitas 51 e §2 sdo sempre
conectadas pelo motivo Walker-A (ou P-loop) e uma a-hélice, com residuos conservados,
tipicamente (G/A)xxxxGK(S/T) (LIAO, 2011).

A estrutura das proteinas EcRecA, MtRecA e DrRecA foram determinadas na
presenca de varios nucleotideos, no quais incluem ADP, dATP, ADP — AlF,, AMP-PNP e
ATP~S. Estes nucleotideos fazem contato com seis regioes do sitio AT Pésico no monoémero
da RecA: (i) o motivo Walker A ou P-loop (residuos 68-73) que interage com o e 7 -
fosfatos do nucleotideo ligado, e também com ion Mg¢**; (ii) o motivo Walker B (residuos

139-144), que projeta o residuo Asp-148 proximo ao fon M g?*; (iii) uma regido que assume
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a conformacao de loop e contém o residuo Glu-96, esse residuo ativa o ataque de dgua para

efetuar a hidrolise; (iv) uma regiao precedente ao loop de ligacao ao DNA Ly, que contém
o residuo GIn-194, o qual funciona com uma chave de indugao de efeito alostérico sobre
o loop; (v) hélice D, que estabiliza o anel de adenina; e por fim (vi) um loop (residuos

264-269) entre a dominio central e C-terminal, que esta proximo a ribose (BELL, 2005).

A Hipé6tese da RecA como Motor Molecular

Diversos modelos foram elaborados a fim de elucidar como a proteina RecA utiliza
a energia proveniente da hidrolise do ATP para realizar trabalho mecéanico ao mover e/ou
rotacionar seguimentos de DNA ao longo do filamento, no entanto, todos falharam em
explicar por exemplo como a RecA efetua a reacao de troca de fitas utilizando-se dessa
energia. Atualmente, dois modelos parecem satisfazer o acoplamento da hidrolise de ATP
e a reacao de trocas de fitas, o primeiro modelo é da redistribuicao dos monomeros de
RecA sobre o filamento, e o segundo que acopla a rotacao do ssDNA e do dsDNA homoélogo
(MACFARLAND et al., 1997).

O modelo de redistribuicao nao suporta diversas evidéncias experimentais e nessa
discussao seré apresentado apenas o modelo de rotacao. A reacao de troca de fitas ocorre
de maneira independente da hidrélise de ATP quando o DNA apresenta até 3 kpb, po-
rém, nessa condicao, a reacao de troca de fitas ocorre de forma menos eficiente devido a
formacao de pareamentos improdutivos.

O modelo de rotacao faz a proposicao que a reacao de troca de fitas ocorre de
forma menos eficiente na auséncia de hidrolise de ATP, devido a formacao de pareamen-
tos improdutivos ou em decorréncia de outras interagoes entre RecA-ssDNA e o homdlogo
dsDNA (SIGURDSSON et al., 2001). Nesse contexto a RecA possuiria a fun¢ao de um
motor molecular, cuja fonte de energia seria proveniente da hidrélise de ATP. Na hipo-
tese do modelo de rotacao o DNA passa ao redor de um hexamero do filamento para o
subsequente, com seis passos cada rotacao completa. Duas moléculas de DNA, apenas
uma que esta dentro do filamento de RecA é rotacionada sobre a outra, uma ilustracao

dessa rotagao é mostrada na figura (2.9a). Para que a rotagao ocorra os ciclos de hidro-
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lise do ATP de monomeros da RecA teriam que ser coordenados, com cada sexagésimo

monoémero hidrolisando ATP num dado momento. Ainda, uma rotacao completa requer
que cada mondémero do filamento hidrolise ATP. A nivel de monémeros, uma rotacao de
DNA é igual a um evento de hidrélise de ATP e a cada evento de rotagao 18 pb do DNA
movem-se para o subsequente hexamero.

O modelo de rotagdo também prediz que a taxa de hidrolise de ATP (ke em
(min~1)) por cada mondmero pode ser relatada com os 18 pb que se movimentam para,
o subsequente hexamero em unidade de pb por minuto (pbmin~!). Por exemplo, se cada
monomero da proteina RecA esta hidrolisando 20 ATPs por minuto, isso implicaria em
20 rotacoes, e no deslocamento de 360 pb ao redor do filamento. A taxa na qual ocorre a
reacao de trocas de fitas em pbmin~! possui correlacdo direta com a taxas de hidrélise de
ATP (ko) durante a reacao de troca de fitas. Um grafico contendo as respectivas taxas
em fun¢ao do logaritimo da temperatura é mostrado na figura (2.9b)), onde T corresponde
as diferentes temperaturas na qual a reagao foi realizada. O grafico mostra uma correlagao
linear para as duas taxas, e a separacao entre as taxas ¢ de exatamente um fator de 2,89
em unidades do logaritmo natural (In 18 = 2,89), que se correlaciona com os 18 pb que
se movimentam para o subsequente hexamero durante a reacao de troca de fitas (para

revisao detalhada (COX, 2003)).
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Figura 2.9: Modelo de facilitagdo de rotacdo do DNA. Em (a) é mostrado um esquema de rotacao do
DNA ao redor do filamento, no modelo de facilitagdo de rotacdo a proposi¢io é que a reacdo de troca de
fitas pode estar acoplada a hidrolise de ATP. Em (b) gréfico de Arrhenius para a taxa na qual ocorre a
reacao de troca de fitas (em unidades de pbmin~—!) e a taxa de hidrélise de ATP (em unidades de min~1)
durante a reacao de troca de fitas.

(a)

Reacio de trocas de fita
—_—
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FPUPINIY

Y ;')*‘; X
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6 -
O
. \E“\

= 2,89
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@
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3.1 3.2 33 3.4
1000/T (K)

Fonte: Adaptado de Cox (2001).

2.3 Proteinas Regulatérias da Atividade da Proteina

RecA

Diversas proteinas atuam conjuntamente nos processos de reparo ao DNA, no

total mais de 40 proteinas fazem parte desse processo, algumas delas sao regulatorias das
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atividades da proteina RecA. A modulacao das atividades da proteina RecA durante os

processos de recombinacao homologa, resposta SOS e/ou mutagénese SOS é efetuada pelas
proteinas SSB, LexA, PolV, Dinl e RecX e pelos complexos protéicos RecBCD, RecFOR,
entre outras. A seguir serd descrita a participacao da proteina SSB, ou proteina ligadora
de DNA simples-fita (SSB).

A presenca do ssDNA na célula apresenta varios problemas, o primeiro é o que o
ssDNA é termodinamicamente menos estéavel que o dsDNA, o que leva a formacao espon-
tanea de duplex de estrutura secundaria de DNA e impede a manutencao dos processos
genomicos, como o reparo por exemplo. A proteina SSB liga-se ao ssDNA com alta afini-
dade e independente da sequéncia do DNA. A proteina SSB contém ao menos 1 sitio de
ligacao ao DNA tipo OB fold, que consiste de cinco fitas-g arranjadas como um [ barril
capeada por uma a-hélice e como unidade biolégica apresenta-se como um tetramero. O
tetramero é responsavel pela ligagao ao ssDNA e oligomerizagao da proteina (MARCEAU,
2012). A proteina SSB mostrou-se importante nos processos de reparo de DNA por que
estimula a primeira fase, que é a pré-sinaptica polimerizacao da RecA sobre o ssDNA, e
a tltima fase, que é a reacdo de trocas de fitas (EGNER et al., 1987; RADDING et al.,
1983; EGGLER; LUSETTI; COX, 2003). A figura (2.10) mostra a estrutura da proteina
SSB de E. coli.
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Figura 2.10: Diagrama de fitas da estrutura tretramérica da proteina SSB de E. coli.

Fonte: Adaptado de Raghunathan et al. (2000), pdb:leyg.

A proteina SSB ¢é tipicamente utilizada em ensaios in vitro para remover a estru-
tura secundaria do DNA e facilitar a formacao dos continuos filamentos da proteina RecA
sobre 0 ssDNA (KOWALCZYKOWSKI et al., 1987; UMEZU; KOLODNER, 1994; ROY
et al., 2009; SHEREDA et al., 2008).
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Capitulo 3

Cristalografia de Proteinas

3.1 As Bases da Cristalografia de Macromoléculas

A compreensao de fendmenos biol6gicos sempre demandam do conhecimento dos
processos a nivel molecular. Para elucidar a funcao de uma biomolécula em determinado
processo, muitas vezes necessita-se do conhecimento da sua estrutura tridimensional. Uma
técnica frequentemente utilizada para obter a estrutura tridimensional de biomoléculas
é a cristalografia de raios X. Nesse capitulo serao abordados alguns topicos relevantes
para o entendimento da cristalografia aplicada a macromoléculas, em especial para a
sua utilizagdo em proteinas. Para uma discussdo detalhada recomenda-se Blow (2002),
Giacovazzo (2011).

A cristalografia de macromoléculas é baseada na interacao da radiacao eletro-
magnética na faixa dos Raios X, com a matéria no estado cristalino. A interagao produz
um padrao de difracdo caracteristico, por consequéncia, o padrao de difracao pode ser
interpretado e utilizado para reconstruir a densidade eletronica da macromolécula.

No processo de difracao consideramos os raios X como ondas, essas interagem
apenas com os elétrons dos atomos envolvidos. E o espalhamento causado pelos niicleos
é negligenciavel. Se supormos que o espalhamento é coerente, isto é, o feixe incidente de
raios X é espalhado por cada centro espalhador sem perdas de energia, entao todas as

ondas espalhadas possuem o mesmo comprimento de onda (), relativo a onda incidente.
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Como consequéncia, uma interferéncia coerente é observada entre as ondas espalhadas na
mesma direcao. Obviamente espalhamentos incoerentes também sao observados, porém
podem ser ignorados, pois sao detectados somente como uma radiacao de fundo.

Pode-se definir matematicamente um cristal de macromolécula como uma repe-
ticao regular de celas unitarias, no espaco tridimensional. Cada cela unitaria contém
uma ou varias unidades da macromolécula de interesse. A estrutura tridimensional da
macromolécula pode ser obtida por sua densidade eletronica. A densidade eletronica nao
pode ser determinada diretamente, por meio de um experimento de difragao de raios X.
Entretanto, pode ser obtida de forma indireta por meio do fator de estrutura F'(h,k,[),

expresso na equagao (3.1) (CULLITY; STOCK, 2001).

1 oo
F(h’k’D:V/O /0 /0 p(x,y, z)exp2mi(h.x + k.y + 1.2)]|dxdydz (3.1)

onde, V' é o volume da cela unitaria,p(z,y, z) a distribui¢do de densidade eletro-
nica expressa em elétrons por unidade de volume, (h; k; () sao indices do espaco do padrao
de difragdo, também conhecidos como indices de Miller e (z;y; z) sao coordenadas fracio-
nais de um ponto da cela unitaria. O padrao de difracao somente serd observado para os
valores inteiros dos indices de Miller, e para aquelas reflexdes que obedecem as condicoes
impostas por Bragg e Laue.

O problema geral da determinacao de estrutura consiste em determinar a den-
sidade eletronica, e obter da andlise dos seus maximos, as posicoes atomicas na cela
unitaria.

A densidade eletronica p(z,y, z) pode ser recuperada por meio transformada de

Fourrier inversa de F'(h,k, 1), expressa na equagao (3.2) para o caso discreto.

pz,y,z) = % Z Z Z F(h,k,l)exp[—2mi(h.x + k.y + 1.z)] (3.2)

A densidade eletronica da equagao (3.2) deve ser interpretada em termos de po-
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si¢oes atomicas dos atomos envolvidos. O seu célculo em cada posicao (x; y; z) requer o

conhecimento inteiramente de F'(h; k;1), pois a soma de F'(h; k;[) se estende sobre todos
os indices de Miller possiveis de serem obtidos. O F(h;k;l) ndo é completamente deter-
minado a partir das medidas do padrao de difragdo, somente seu modulo (F'(h;k;l)) é
determinado a partir das intensidades observadas.

Se consideramos fator de estrutura no caso discreto F'(h, k,[) em termos do seu

modulo, temos que:
F(hv k? l) = |F(h7 k) l)|€ZEp[ZO{(h, ka l)]
Podemos re-escrever a equagao (3.2), como segue:

p(z,y,z) = %Z > IF(h k Dlexpl(=2mi(ha + ky + Lz) +ia(h k1)) (3.3)

O célculo da densidade eletronica em cada posicao (x,y, z) requer o conhecimento
inteiramente de F'(h, k, 1), no qual ndo é completamente determinado a partir das medidas
do padrao de difracao, somente seu modulo ( |F(h,k,l)|) é determinado a partir das
intensidades observadas. A fase de espalhamento «(h, k,[) é perdida durante o processo
de medida. Desprovido da fase a densidade eletronica nao pode ser corretamente calculada
Blow (2002), Giacovazzo (2011). Em cristalografia de macromoléculas este ¢ chamado de

problemas das fases, o qual serd abordado posteriormente.

3.2 Determinacao Experimental do Moédulo do Fator

de Estrutura |F(h,k,1)|

Para um cristal rotacionando com velocidade angular w, a intensidade integrada
I(h,k,1) é obtida por meio da equagao (3.4).
A3 e?

(A)VS (_>U/cristal[0pLA”F(h7 k? l)‘2 (34)

2
cela ™C

I(h k1) =
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onde, A é o comprimento de onda dos raios X utilizado, V.., € V,istar 0s volumes da cela

unitaria e do cristal, I, a intensidade do feixe incidente, L,p e A sao fator de Lorentz,
polarizacao e absorcao, respectivamente. O termo (nj;;)[%,,istallgp] corresponde a inten-
sidade integrada espalhada somente por um elétron, sendo que, ¢ é a velocidade da luz
no vacuo, e e m correspondem a carga e massa do elétron, respectivamente. Devido aos

termos constantes da equacdo (3.4), essa pode ser reescrita na forma da equacio (3.5).

I(h,k,1) = CpLA]|F(h, k1) (3.5)

onde C' é uma constante de escala arbitraria que inclui todos os termos constantes do

experimento. Logo o fator de estrutura pode ser determinado pela equacao (3.6).

I(h, k1)

|F(h, k)| = CLpA

(3.6)

3.3 O Problema das Fases - «a(h, k,!)

Como citado acima, a informacao a respeito das fases a(h, k,l) sdo completa-
mente perdidas no processo de medida, os detectores nao sao capazes de detectar as fases,
somente as intensidades sao mensuradas, de modo que e a densidade eletronica nao é corre-
tamente calculada apenas pelo médulo do fator de estrutura. Se acaso o fator de estrutura
fosse completamente determinado a partir das intensidades integradas, equacio (3.6), a
determinacao da densidade eletronica seria um processo puramente computacional. Di-
versos métodos foram desenvolvidos para resolver o problema das fases, neste trabalho
serd, descrito resumidamente os fundamentos de dois métodos especificos: o método de

Patterson e o de substituicao molecular.

Método de Patterson

Historicamente, Arthur Lindo Patterson foi o primeiro a determinar as fases
a(h, k,l) para um conjunto de dados de difracao (PATTERSON, 1934). O método con-

siste no fato de que, se um ou mais atomos pesados estiverem presentes na estrutura, a sua
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contribuicao para o espalhamento dos raios X ¢ preponderante sobre os demais, e pode-

se considerar o fator de estrutura inicial e aproximado, considerando somente os Atomos
pesados. Patterson modificou a fungdo da densidade eletronica, dada na equagdo (3.3),
substituindo o fator de estrutura F'(h, k,1) e a fase a(h, k, ) pelo quadrado das amplitudes

do fator de estrutura |F(h, k,1)|?. Essa modifi¢io ¢ expressa por meio da equagao (3.7).

1
P(u,v,w) = v Z Z Z |F'(h, k,1)|*cos2r[hu + kv + lw) (3.7)
hook

A equagao (3.7) é centrossimétrica, enquanto a densidade eletronica possui picos
nas respectivas posigoes atomicas, a equagdo (3.7) possui picos correspondendo a veto-
res interatomicos. No espaco de Patterson P(u,v,w) também periddico e definido por
uma cela unitaria idéntica a cela unitaria do cristal, sdo definidas coordenadas genéri-
cas (u;v;w), de forma que qualquer par de atomos no cristal, localizados em (z1,y1, 21)
e (X2, Y2, 22), serao localizados por um maximo no mapa de Patterson com coordenadas
u=2x; — T30 =Y — yo;w = 21 — 25 (PATTERSON, 1934).

A funcao de Patterson fornece um mapa de vetores interatomicos, correlacionado
com as posigoes atomicas absolutas. Um méximo do mapa de Patterson ¢ proporcional
ao nimero de elétrons do atomo, implicando que a presenca de d&tomos pesados facilita
a localizacao de suas coordenadas na estrutura e as respectivas fases. A intensidade de
um pico no mapa de Patterson é proporcional ao produto dos niimeros atomicos (Z) dos
atomos correspondentes ao pico. A constante de proporcionalidade (k) necessaria para
relacionar um pico ao correspondente produto dos niimeros atomicos é obtida no pico na

origem P(0;0;0), cuja intensidade é dado por:

N
P(0;0;0) =k > _ 77 (3.8)
j=1

A maior importancia da equagao (3.8) é que os correspondentes vetores entre
atomos pesados aparecem com seus pesos proporcionais ao quadrado de seus niimeros
atomicos, sendo facilmente indentificados entre os picos correspondentes a a&tomos pesado-

leve e leve-leve. Uma vez que o mapa de Patterson é calculado e interpretado, determina-se
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as posi¢oes atomicas, por meio da equagao (eq. (3.3) na pagina 43), determina-se as fases

iniciais a(h; k;1).

Método de Substituicao Molecular

Nas proximas péaginas serao descritos alguns passos para a obtencao de um modelo
estrutural para a estrutura de uma proteina através do Método de Substituicao Molecular.

O método de substituicao molecular baseia-se na comparacao do mapa de Patter-
son da estrutura cristalina de uma proteina homologa conhecida, com mapa de Patterson
obtido experimentalmente para a proteina em estudo. A estrutura tridimensional de pro-
teinas é mais conservada durante a evoluc¢ao do que a sequéncia de aminoécidos (IKOONIN;
GALPERIN, 2003). Quando dispoe-se de um modelo estrutural pré-determinado e um
porcentual de homologia de aminoacidos superior que 25 pode ser utilizado para se deter-
minar as fases dos fatores de estrutura da estrutura cristalina estudada (CROWTHER,;
BLOW, 1967). Criando um modelo estrutural inicial da estrutura da proteina estudada,
que posteriormente sera refinado.

Muitas vezes conhecemos a estrutura de uma proteina e queremos determinar sua
estrutura em um diferente grupo espacial. Outras vezes, tém-se razoes suficientes para
acreditar que a conformacao da proteina desconhecida é muito similar a outra resolvida
anteriormente (alta homologia sequéncial). Nos casos acima mencionados, seis varidveis,
trés rotacionais e trés translacionais, descreveram a transformacao de um conjunto de
coordenadas para o outro. Se denotarmos de A o conjunto de vetores representando a
molécula original e A0 o conjunto de vetores da molécula transladada, a transformacgao

de coordenadas pode ser expressa por meio da equagao (3.9).

A =AR|+T (3.9)

onde [R] é a matriz que rotaciona as coordenadas A para a nova orientac¢ao, e T é um vetor
de translacao. A figura (3.1) ilustra o procedimento realizado no método de substitui¢ao

molécula.
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Figura 3.1: Procedimento realizado no método de substituicao molecular para determinacao das fases
iniciais. Um modelo estrutural conhecido é transladado e rotacionado para a posi¢ao da proteina na qual
a estrutura deve ser determinada.

A=A[R]+T

A
A

Estrutura Conhecida &

Estrutura desconhecida

Fonte: Adaptado de Ripoll e Cano (2016).

Computacionalmente seria possivel encontrar simultaneamente seis variaveis, 3
rotacionais e 3 translacionais, que tornaria a diferenca entre os fatores de estrutura ob-
servado F,bs e calculado F.al minima, no entanto, na pratica esse processo é uma tarefa
complicada e demanda de longos tempos computacionais, mesmo com os rapidos compu-
tadores disponiveis. A solucao do problema computacional foi desenvolvida por Rosmman
and Blow (ROSSMANN; BLOW, 1962), eles detectaram a possibilidade de determinar a
orientacao de subunidades similares na cela unitaria, sem o conhecimento do vetor de

translagao. O procedimento adotado utiliza-se da funcao de Patterson, equagao (3.7).

Funcao de Rotacao [R] de Rossmann-Blow

Considere duas moléculas idénticas, dispostas espacialmente em diferentes ori-
entacoes. A funcao de Patterson de uma estrutura deste tipo serd constituido por trés
conjuntos de vetores: O primeiro conjunto de vetores serd um conjunto de inter-vetores de
Patterson de uma molécula, estes sao vetores interatémicos escritos no interior da molé-
cula. O segundo conjunto sera inter-vetores de Patterson da outra molécula, porém estao
rotacionados devido a diferenca de orientagao. O terceiro conjunto serao intra-vetores de

Patterson, ou conjunto de vetores interatomicos que podem ser escritos de uma molécula
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em relacao a outra.

Supondo que a funcao de Patterson de uma molécula é rotacionada sobre a outra,
nao deve existir nenhuma concordancia se o conjunto de auto-vetores de Patterson possuir
uma diferente orientagao relativo as duas moléculas. O méaximo da rotacao serd numa
condicao de concordancia ou de perfeita sobreposicao entre elas. A funcdo que descreve
a sobreposicao foi determinada por Rosmman and Blow (ROSSMANN; BLOW, 1962),

denominada de fungao de rotacao e é definida por meio da equagao (3.10).

RF(R) = / P, (x)P5(Rx)dV (3.10)

U
onde P e P, sao funcgoes de Patterson, R é o operador de rotacao que descreve o sistema
de coordenadas de P, para P;, U é o volume de integracao, usualmente esférico e centrado
na origem. Se um maximo for encontrado para a funcao de rotacao, provavelmente a
orientacao da molécula conhecida esta corretamente orientada em relacao a molécula cuja
estrutura é desconhecida.

Considerando P; e P, a partir da equagdo (3.7), a funcdo de rotacdo pode ser

re-escrita na forma:

RF(R) = 75 F (1) ?[F (p)) "G (311)

onde |F'(h)| e |F(p)| sdo os modulos dos fatores de estrutura das moléculas conhecida e
desconhecida, respectivamente. A fun¢ao Gyp € conhecida como funcao de interferéncia,

expressa por meio da equagao (3.12).

3(sin2rHR — 2nH Reos2n H R)

(2rHRY? (8.12)

th _ / e—?ﬂ'i(h—&—p[RDudu _
U

onde H ¢ o modulo do vetor no espago reciproco H = h + p[R]. G}, assume valor
méaximo de 1 quando h + p[R] = 0 e rapidamente decresce e oscila em torno de zero para

—00 < h+ p[R] > oo.
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A Funcao Translacao
Uma vez que a correta orientacao do modelo estrutural é determinada, a sua cor-
reta posicao na cela unitaria precisa ser determinada. Para tal procedimento é verificada
a correlacao entre as intensidades observadas e os intra-vetores de Patterson da unidade
relacionada por simetria. Se o modelo estrutural estiver corretamente posicionado, a fun-
cao translacao deve conter picos nos valores correspondentes aos vetores de translacao
entre as moléculas relacionadas por simetria. Existem diversas descricoes matematicas
para a funcao de translagao, porém de forma analoga a funcao de rotacao, pode-se definir

a funcao de translacao como:

TF(T) = / Py (x)Py(Tx)dV (3.13)

onde P; e P, sao funcoes de Patterson, T ¢é o operador de translacao que descreve o
sistema de coordenadas de P, para P;.

As funcgoes de translacdo constroem modelos da proteina desconhecida movendo
apropriadamente o modelo estrutural dentro da cela unitaria. Para cada translacao x as
amplitudes dos fatores de estrutura sdao calculados |F..(h, k,1)|?, e a correlagao com as
amplitudes dos fatores de estrutura observados |F,(h, k,1)|? sao também determinadas.

Crowther e Blow representaram a correlacao pela funcao de translacao T, expressa por

meio da equagao (3.14).

T(X) = ’Fobs(hak'al)P‘Fcal(ha kyl)‘z (314)

Para duas moléculas na cela unitaria, com fatores de estrutura Fj,; e Fj.9,
Crowther e Blow expandiram a equagdo (3.14) em termos de vetores do espago reciproco

e obtiveram a chamada fungao T de translacao, expressa por meio da equagao (3.16).

T(r) =Y (|Fups(h, k,1)[*) Py Ftmaexp(—2mi(h(ry — r2)+k(ry — ra)+l(ry — r2)) (3.15)
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o termo da equacao acima:

Foi F #po exp(—2mi(h(ry — re) + k(ry —r2) + l(r; —r2)) (3.16)

refere-se ao intra-vetores entre as duas moléculas. Os respectivos auto-vetores de cada
molécula podem contribuir com um ruido no calculo, de modo que o |F.y(h, k,1)|* deve
ser subtraido das contribuicoes dos auto-vetores de cada modelo estrutural para o calculo
fator de estrutura, para ter certeza dessa subtracao e a prevaléncia somente dos intra-
vetores, os auto-vetores dos modelos estruturais sao subtraidos de |F.u(h,k,l)]?, essa
subtracao é expressa por meio da equacao (3.16).

|Fear (B Ky D)2 ss = | Feat(hy B, D? — k(Fpy — Fipo) (3.17)

Cross

|Fobs(h7kvl)‘2

onde k é fator de escala, dador por k = >_ TFra b DE"

Indices de Qualidade de Coleta de Dados e Refinamento
Completeza

A completeza é o parametro que especifica o ntimero de reflexoes cristalograficas
unicas medidas em um conjunto de dados, e é expressa como uma porcentagem do niimero
total de reflexoes tinicas presentes em uma faixa de resolucao especifica. Como a maioria
dos dados sao, em tltima andlise utilizados no calculo da densidade eletronica ou mapas
Patterson via transformada de Fourier, a completeza dos dados é muito importante. A
intensidade de uma simples reflexao ¢ um fator na soma da transformada de Fourier, se
essa informacgdo nao é coletada, distorcoes significativas na densidade eletrénica e nos

mapas de Patterson vao ocorrer e esconder aspectos importantes da estrutura.

Multiplicidade

A multiplicidade das intensidades medidas é definida como o nimero total de

intensidades medidas dividido pelo niimero total de reflexoes tinicas medidas, em outras
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palavras esse parametro avalia o nimero de vezes que o ponto de difragao ou seu equiva-

lente foram sistematicamente medidos (CULLITY; STOCK, 2001).

Fator R, € a Razao sinal-ruindo //o(/)

A qualidade dos dados é usualmente julgada usualmente julgadas pelo fator glo-
bal Ryerge, €xpresso por meio da equagio (3.18), seja baseado em intensidade ou no |F?|,
este fornece uma média geral da propagacao das intensidades de multiplas reflexoes si-
metricamente equivalentes. Se o calculo de Ry,epq4e for realizado sobre um niimero grande
de reflexoes ¢ um bom indicativo da qualidade dos dados coletados, pois se esse nimero
for alto pode indicar que os dados possuem muitos erros devido a fatores como absorcao
dos raios X, espalhamento anémalo e determinacao incorreta dos parametros cristalinos,

idealmente o valor de R4 deve ser < 5%.

\Tngrr— < Ingr > |
Roerce = : (3.18)

Informagao complementar ao R,,c,4 sobre a qualidade dos dados ¢ dada por meio
da razao > I/ >, 0(Ink)], onde [o0(Ink)] é o desvio padrao das intensidades, e esse
seja apropriadamente estimado. Quanto maior a razao I /o(I,y) mais informacao se tem
dentro dos dados coletados, em principio, a coleta de dados contém alguma informacao
para valor maior que 1. Na pratica usa-se a razao I/o(ly) para efetuar o corte de
resolucao, onde o limite de resolugao aceito cai abaixo de I/o(Ip1)=2,0 (DAUTER, 1999;
EVANS; MURSHUDOV, 2013).

Fator Ryork € Rfree

No refinamento de estruturas de proteinas é calculado um modelo com diversos
parametros variaveis, cujos valores sao calculados de modo a fornecer a melhor concordan-
cia as melhores concordancias entre os fatores de estrutura observados e calculados. Um
método conveniente que permite determinar a concordancia é por meio dos fatores R, €

Ryree, esses sao utilizados durante o refinamento para indicar a consisténcia interna entre



60
os valores de fator de estrutura calculado e observado. Os dois sao determinados de forma

idéntica, expressos por meio da equagao(3.19), no entanto o valor de Ry, é somente cal-
culado para um determinado conjunto de reflexées, onde 5 a 10% do total das reflexdes sao
excluidas do refinamento, e sobre elas é determinado sem tendenciosidade a probabilidade
de 0 modelo proposto estar mais correto ou nao a cada ciclo de refinamento.(KARPLUS;

DIEDERICHS, 2012).

R kot — Ehkl(’FOb'S’ — ‘Fcal’) (319)
7 thl ‘FobS‘

3.4 Superficie de Potencial Eletrostatico

Mecéanica Molecular também conhecida como célculos de campo de forca, per-
mite calcular a energia e otimizar geometrias moleculares, bem como explorar potencial
eletrostatico de superficie. Se existe um modelo estrutural pré determinado, como o mo-
delo cristalografico, por exemplo, as equacgoes de campo de forca dao conta de descrever
a energia potencial eletrostatica para a molécula estudada. As interacoes eletrostati-
cas possuem um importante papel na conformagao tridimensional, estabilidade, atividade
enziméatica, energias de ligacao e interacoes proteina-proteina e proteina-ligante, essas
interacoes surgem das seguintes fontes: da presenca de cargas locais, da polarizacao re-
sultante do distribuicao nao-esférica de densidade de elétrons em torno de atomos, da
redistribuicao de elétrons provocada por campos elétricos locais de polarizacao e da reo-
rientacao de grupos polares em moléculas de soluto e de solvente em resposta a campos
elétricos (SHEINERMAN; NOREL; HONIG, 2000). A descri¢ao do potencial elestrosta-
tico na regiao de superficie se torna muito 1til para estudar essas interacoes ou descrever
comportamentos biolégicos observados por outras metodologias.

O modelo matematico conhecido como AMBER (Assisted Model Building with
Energy Refinement) desenvolvido em 1981 como um programa para construir modelos
de moléculas e suas interacoes, ¢ um dos campos de forca utilizados para estudos de

proteinas, partir desse modelo é possivel obter a energia potencial eletrostatica de uma
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molécula, sendo esse uma superposicao de termos de energia potencial de &tomos ligados

e nao ligados (CORNELL et al., 1995), expresso por meio da equagao (3.20).

o(r0,6) =3 %kr(r P+ Y %k(,(e WSS %k‘d,[cos(n(ﬁ +6)+1] +

lig. ang. tor.
g5 | A Gy
[ + 5 — | (3.20)
pares

onde o primeiro é o termo energético de estiramento, que descreve as variagoes de energia
potencial em funcao das vibracoes dos dtomos, e o segundo é o termo energético de torcao
angular, que descreve mudancas na energia potencial em fun¢ao do angulo formado da
ligacao entre os atomos. O terceiro termo é é o termo energético referente aos angulos
diédricos, todas essas interagoes sao respectivas aos pares de atomos ligados. Os termos
k., ko e kg saos as constantes que caracterizao a forca de ligagao quimica. Os termos de-
pendentes de r descrevem as interagoes entre pares de atomos nao ligados covalentemente.
Os termos que variam com rilf e rfj descrevem o potencial do tipo Lennard-Jones, repul-
sivo e atrativo, respectivamente. O termo que varia com r;; descreve variacoes na energia
potencial por meio do potencial coulombiano entre dtomos carregados (CORNELL et al.,
1995).

A partir do modelo cristalografico, o potencial ®(r,6,¢) pode ser reconstruido
utilizando as coordenadas atomicas (posigoes e angulos) do aquivo .pbd gerado. O servidor
APBS (DOLINSKY et al., 2007) gera uma superficie de potencial molecular baseado na
estrutura do modelo, podendo ser posteriormente utilizada para estudos de interacoes

proteina-proteina e proteina-ligante.
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Capitulo 4

Material e Métodos

Para o estudo cristalografico da estrutura de proteinas, é necessario obter essa
com alto grau de pureza, também sao necessarios processos de purificacdo que separem a
proteina de interesse por suas propriedades fisicas e quimicas. Neste trabalho foi adotado
o sistema de expressao heterologa para expressar a proteina HsRecA, que posteriormente
foi purificada por técnicas cromatograficas de alta resolucao e especificidade. Os métodos
gerais de manipulacdo de DNA e proteina estdao descritos neste capitulo, bem como os
ensaios de atividade biologica, cristalizacao, coleta de dados de raios X, e as ferramentas

de bioinformatica utilizadas na solugao da estrutura da proteina HsRecA.

4.1 Meétodos Gerais para DNA

Construcao Plasmidial e Clonagem

O fragmento de DNA contendo o generecA de H. seropedicae foi obtido a par-
tir do plasmideo pAETWT-HMK (GALVAO et al., 2012), esse gentilmente cedido pela
Prof. Dra. Carolina Weigert Galvao do Laboratério de Biologia Molecular Microbiana
da UEPG. O plasmideo foi digerido com as enzimas Ndel-BamHT1 e o fragmento clonado
diretamente no vetor pET21a (Novagen) digerido com as mesmas enzimas, originando a
construcao denominada de pAEW989 que codifica a proteina HsRecA nativa. Ao pro-

duto da restrigdo foi adicionado o tampao de amostra (0,25 % azul de bromofenol, 0,25
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% xileno cianol FF e 30 % de glicerol) e analisado em gel de agarose 0,8% (w/v) em

tampao TAE (10 mmolELEDTA, 40 mmolLTris-AC (80% cation, pH 8),gel foi posterior-
mente corado em 0,5 mg/mL de brometo de etideo (Invitrogen), e visualizado sob luz
ultravioleta. A integridade do fragmento clonado foi confirmada por sequénciamento do

plasmideo pAEW989.

cssDNA e ldsDNA

O DNA circular simples-fita (cssDNA) do bacteriofago M13mpl8 e o DNA linear
dupla fita super-helicoidal (IdsDNA) M13mpl18 foram gentilmente cedidos pela equipe
do Laboratorio do Prof. Mike M. Cox, Universidade de Wisconsin-Madison USA. A
concentragdo de DNA foi expressa em pM de nucleotideos (uM nt). A concentracdo
foi determinada pela absorbancia em 260 nm empregando a seguinte relacao: D.Oqg9 =
1,0 corresponde a 108 pMnt (0,036 ug/ul) ssDNA e 151 pMnt (0,05 pg/pl) 1dsDNA
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Transformacao Bacteriana por Eletroporagao

Foram utilizados as estirpes E. coli DH5a (Invitrogen) e STL2669 [AB1157 con-
tendo (ArecA-srlR)306::Tn10 TetR, zonA2 (exol™), gentilmente cedida pelo laboratorio
do prof. Cox|, para armazenamento dos plasmideos e expressao, respectivamente. A es-
tirpe STL2669 foi modificada de forma a ser deficiente de nucleases e contribui para o

processo de purificacdo da proteina RecA que serd descrito posteriormente.

Preparo de células eletrocompetentes

Foram plaqueadas células de E. coli DH5«a ou STL2669 em meio Luria-Bertani
Agar (LA) (10 g/L Triptona, 5 g/L Extrato de levedura, 10 g/L NaCl, 1,1 mL/L de NaOH
(1 M), 15 g/L Agar) (SAMBROOK; RUSSELL, 2001),uma colonia isolada foi replaqueada
e este procedimento ocorreu por 3 vezes com sucessivas colonias isoladas, posteriormente
o pré-indculo foi preparado a partir da inoculagao de uma colonia de células em 5 ml de

meio Luria-Bertani (LB) (10 g/L Triptona, 5 g/L Extrato de levedura, 10 g/L NaCl e 1,1
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mL/L de NaOH (1 M)) e incubadas (37 °C a 150 rpm por 3 horas). O cultivo foi realizado

a 37°C e 130 rpm até a saturacao da cultura. Quinhentos microlitros desta cultura foram
utilizados como in6culo em 100 ml. de meio LLB. As células foram cultivadas a 37 °C e
130 rpm até atingir a densidade otica em 600 nm (D.Ogoo) entre 0,5-0,7. Em seguida, a
cultura foi transferida para tubos plasticos de 50 mL e centrifugadas (5000xg a 4 °C por
5 min). As células foram lavadas duas vezes, com 40 mL de agua Milli-Q estéril gelada (4
°C). Apos as lavagens, o sedimento foi ressuspenso em 30 mL de glicerol 10% mantido a
(4 °C) e centrifugado (5000xg a 4 °C por 10 minutos). Apos o descarte do sobrenadante,
o sedimento de células foi ressuspenso na solucao de glicerol remanescente nas paredes do

tubo (cerca de 1 mL), a suspensao de células foi aliquotada (100 uL)e armazenada a -80

°C (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

Transformacao

Aliquotas de 100 L. de células eletrocompetentes foram descongeladas em banho
de gelo e utilizadas para eletroporagdo. Em cada tubo foi adicionado 2 ul. de DNA
plasmidial. Apo6s uma leve homogenizacao da mistura, essa foi transferida para uma
camara de eletroporacao e submetida a um pulso elétrico de 1,8 kV durante 5,8 ms, no
aparelho Bio Rad MicroPulser, a seguir, as células foram transferidas para frascos de
10 mL contendo 1 ml de meio LB. Aliquotas de 300 ul. de células foram plaqueadas
em meio LA contendo 100 pug/mL do antibidtico Ampicilina (Amp) para a selecdo das
células transformantes. As placas foram incubadas a 37°C por 12-24 h. Aquelas colonias
que continham o plasmideo recombinante foram selecionadas e crescidas novamente em 1
mL meio LB contendo 100 pug/mL de Amp durante 8 - 12 h. A presenga do plasmideo
contendo o fragmento de DNA foi confirmada por meio da extracao de DNA plasmidial,
e posicdo de migragdo na eletroforese em gel de agarose 0,8%. As células contento o
plasmideo recombinante foram centrifugadas e estocadas na presenca de glicerol 20% a

-80 °C (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).



65
4.2 Purificacao de Proteinas

Expressao da Proteina

Para a expressao em larga escala da proteina HsRecA nativa um volume de 250
mL de pré-inéculo foi preparado a partir de uma colénia ou uma aliquota do estoque
de bactérias, mantidas em glicerol em meio de cultura Luria-Bertani (L.LB), suplementada
com Amp (100 pg/mL). O pré-indcuo foi mantido durante 8-12h sob agitagao de 250 rpm
a temperatura de 37 °C .

O pré-inoculo foi entao inoculado em um total de 10 L. de meio de cultura LB
contendo 100 pg/mL de Amp. As células foram mantidas a 37 °C sob agitacao de 180
rpm até a DOgy atingir 0,6. Neste momento, a expressao da proteina alvo foi induzida
pela adigao do agente indutor IPTG 0,5 mmol/L por 4 h, foi mantida a temperatura de
37 °C e agitagao de 180 rpm.

A fim de confirmar a superexpressao da proteina de interesse volumes normali-
zados para DOgog = 0,3, das fracoes antes e apés a inducao foram coletados para analise
por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE; (LAEMMLI, 1970)).
A figura (4.1), apresenta um gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% representativo da

superexpressao.
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Figura 4.1: Superexpressao da HsRecA a temperatura de 37 °C por 4 horas. MW - Padrao de massa mo-
lecular (Bio-Rad), (1) Fracao ndo induzida e (2) fragao induzida. A banda mais intensa do gel corresponde
a proteina HsRecA, localizada préxima ao peso molecular de 37 kDa.

MW 1 2
" — _I

37kDa mmp N—
—

Fonte: O autor.

As células contendo a proteina superexpressa foram recuperadas por centrifugacao
a 3985 g por 20 minutos a 4 °C, resfriadas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C

até o momento de uso.

Purificacao da Proteina

Para purificacao da proteina HsRecA um protocolo foi desenvolvido com base em
procedimentos descritos anteriormente (COX; LEHMAN, 1981; SHAN; COX; INMAN,
1996). As modificagoes utilizadas neste trabalho estdo abaixo descritas.

As proteinas EcRecA e EcSSB foram getilmente cedidas pelo laboratorio do Prof.
Dr. Michael M. Cox (Universidade de Wisconsin-Madison, USA), o processo de purifica-
cao e determinacao da concentracao podem ser consultados nos protocolos previamente

descritos (COX; LEHMAN;, 1981; SHAN; COX; INMAN;, 1996).
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Lise das células e precipitacao seletiva de proteinas
Todas as etapas de purificacao foram realizadas a 4 °C para evitar a desnaturagao
da proteina. O sedimento de células (aproximadamente 13 g) contendo a proteina HsRecA
foi descongelada durante 8-12 h em uma solucao de lise contendo 250 mmol/L Tris-AC
(80% cation, pH 7.8) e 25% (w/v) sacarose, onde o volume foi ajustado para 20% (w/v) e
mantida sob agitacao. As células foram entao congeladas novamente em nitrogénio liquido
e descongeladas em banho térmico a 37 °C, esse procedimento se repetiu por duas vezes.
Em seguida, foi adicionado solugao de 2,5 mg/mL Lisozima em 250 mmol/L Tris-AC (80%
cation, pH 7.8) e agitado por 1 h. Apds agitagao foi adicionado 0,02 mL de 500 mmol/L
EDTA por mL de volume final de solucao de lise adicionado de células, e agitadado por
outros 30 min. A figura (4.2), mostra proteinas presentes no precipitado e sobrenadante

que foram visualizadas apos eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%.

Figura 4.2: Lise celular. MW - Padrao de massa molecular (Bio-Rad), (1) Fragao induzida, (2) precipitado
da lise celular e (3) sobrenadante da lise celular . A banda mais intensa do gel corresponde & proteina
HsRecA.

MW 1 2
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Fonte: O autor.

A suspensao contendo o lisado foi sonicado por 20 min, utilizando ciclos de 30
s on / 30 s off, 60% output da poténcia maxima do sonicador, e entdo centrifugado por

(38000xg a 4 °C por 1h30min) para remover debris celulares.
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Nas proximas etapas foram utilizadas a polietilenoimina e o sulfato de amonio.

A polietilenoimina é um polimero positivamente carregado que ao interagir com proteinas
acidas ou com DNA induz a precipitacao de ambos. A polietilenoimina ao interagir com
o DNA também induz a precipitacao de proteinas ligadas ao DNA. E o sulfato de aménio
induz a precipitacao das proteinas por salting out.

Proteinas que se ligam ao DNA e a proteina HsRecA foram entao precipitadas
do sobrenadante com a adi¢ao de 0,111 mL de 5% (w/v) polietilenoimina (pH ajustado
para 7,5 com 12 mol/L. HCI) por mL de lisado e incubado por 1h sob leve agitacdo e
centrifugado (13000xg a 4 °C por 15 min).

O material precipitado foi lavado com tampao-R (20 mmol/L Tris-AC (80% céa-
tion, pH 7.8), 10% glicerol, 0,1 mmol/I. EDTA e 1 mmol/L ditiotreitol (DTT) fresco)
mantido em 15 min de agitagao e centrifugado (13000xg a 4 °C por 15 min). A proteina
HsRecA foi extraida do precipitado pela adicao de 10 mL de tampao-R contendo 300
mmol /L sulfato de amonio por grama de material precipitado, essa etapa foi realizada sob
leve agitacao por 30 min e centrifugado (13000xg a 4 °C por 15 min). Esse procedimento
de extragao se repetiu por duas vezes.

A resina BioRex-70 (BioRad) (pH ajustado para 7,5 utilizando 12 mol/L HCI)
foi equilibrada com tampao-R contendo 300 mmol/L sulfato de amonio, e entdo utilizada
para remover a polietilenoimina ligada a proteina HsRecA. A solucao contendo a proteina
HsRecA foi entao homogeinizada por agitacao com a resina por 2 h e recuperada via
filtracao por gravidade em filtros de 115 mL Nalgene.

Ao filtrado foi adicionado 0,28 g de sulfato de amonio por mL de solu¢ao e mantida
sob agitagao durante 8-12 h. A solugao foi novamente centrifugada (25000xg a 4 °C por
15 min). Esse processo precipita todas as proteinas presentes na solu¢do mantendo sua

conformacao nativa.

Cromatografia na coluna DEAE Sepharose

A coluna DEAE Sepharose fast flow column (GE Healthcare) foi utilizada como

primeiro passo cromatografico de purificagao. Essa ¢é constituida de resina para cromato-
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grafia de troca idnica fraca e apresenta carga elétrica positiva. A proteina HsRecA possui

carga negativa (pl de 5,5, determinado teoricamente pela sequéncia de aminoacidos) em
pH 7,5, ligando-se a coluna e podendo ser eluida por meio de um gradiente de sal.

coluna utilizada possui volume de 120 mL foi previamente equilibrada com 5
volumes de coluna (VC) de tampao-R contendo 50 mmol/L KCl e 1 mmol/L DTT fresco.
O material precipitado apo6s adicao de sulfato de amonio foi resuspenso no mesmo tampao
de equilibrio da coluna, e injetado num fluxo maximo de 1 mL /min, ocasionalmente o fluxo
era reduzido para manter a pressao na coluna constante. Apds a aplicacao da amostra,
a coluna foi lavada com tampao de equilibrio (1,5 VC), num fluxo de 1 mL/min. A
proteina HsRecA foi eluida da coluna com 7 VC de um gradiente linear de KCI (0,05 -
1 mmol/L) em tampao R. As fracoes de 10 mL eluidas durante o gradiente linear de sal
foram coletadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE 12,5%. Um gel representativo
da cromatografia na coluna DEAE é mostrado na figura (4.3). Aquelas fracoes eluidas
que apresentavam similar composicao de contaminantes foram agrupadas.

Figura 4.3: Anélise das fragbes coletadas durante a cromatografia na coluna DEAE. MW - Padrao de
massa molecular (Bio-Rad), (1-13) fragoes eluida.

MW12 34567 8 910111213

37 kDa

Fonte: O autor.
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Cromatografia na coluna ceramica HAP

A coluna ceramica de hidroxopatita (HAP) (BIO-RAD) ¢ formada por fosfato de
calcio e utilizada na separacao de proteinas devido as naturezas fisico-quimicas da matriz.
A hidroxopatita possui dois tipos de sitios de ligacao para proteinas, um positivamente
carregado possuindo um grupo de Calcio no sitio e outro negativo possuindo um grupo
fosfato. Estes sitios de ligagao estao uniformemente distribuidos sobre a matriz ceramica.
A proteina alvo interage sobre troca cationica com os grupos fosfatos e/ou afinidade
metalica via os &tomos de Calcio.

A coluna utilizada possui 20 mL e foi equilibrada com 2 VC de tampao-P (20
mmol/L fosfato de potassio, 10% glicerol, 0,1 mmol/L EDTA e 1 mmol/L DTT fresco).
As fragoes agrupadas apos a coluna DEAE foram dialisadas contra o tampao-P (2 x 2L por
4 h e uma vez com 2 L durante 8-12 h e injetadas na coluna num fluxo de 1 mL/min. Apos
a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com tampao-P de equilibrio (2 VC), num fluxo
de 1 mL/min. A proteina HsRecA foi eluida da coluna com 10 VC de tampao-P contendo
um gradiente linear de fosfato de potassio (0,02 - 1 mol/L). As fracoes de 4 mL eluidas
durante o gradiente linear de sal foram coletadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE
12,5%. A figura (4.4), apresenta um gel representativo da cromatografia na coluna HAP.
Aquelas fracoes eluidas que apresentavam similar composicao de contaminantes foram

agrupadas.
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Figura 4.4: Analise das fragdes coletadas durante a cromatografia na coluna HAP. MW - Padrao de massa
molecular (Bio-Rad), (1-12) fracoes eluidas.

MW12 34 567 889 1011 12
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Fonte: O autor.

Cromatografia na coluna Source 15-S e Source 15-Q

Diferentemente da coluna DEAE, as colunas Source 15-Q e Source 15-S (GE
Healthcare) sao fortes trocadoras de anions e cation, respectivamente. Em ambos os
casos a proteina alvo pode ser eluida por meio de um gradiente de sal. No caso da
proteina HsRecA devido sua carga negativa liga-se fortemente na coluna Source 15-Q e
nao a coluna Source 15-S. Essa é uma etapa importante do processo de purificacao pois
seleciona os contaminantes devido sua natureza de carga elétrica.

As colunas Source 15-Q) e Source 15-S possuem volume de 20 mL e foram equili-
bradas com 2 VC de tampao-R contendo 50 mmol/L KCI e 1 mmol/L DTT. As fracoes
similares provenientes da columa ceramica HAP foram entao dialisadas contra tampao-R
contendo 50 mmol/L KCl e 1 mmol/L DTT (2 x 2 L por 4 h e uma vez com 2 L durante
8-12 h), entao aplicadas na coluna Source 15-S a um fluxo constante de 0,5 ml/min. A
proteina HsRecA nao é retida na coluna e é coletada na fracao que passa durante a injecao.
A fracao de injegao é entdo aplicada diretamente na coluna Source 15-QQ mantendo mesmo

fluxo de 0,5 ml/min. Apdés a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada com tampao-R
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contendo 50 mmol/L KCI e 1 mmol/L DTT fresco de equilibrio (2 VC). A proteina Hs-

RecA foi eluida da coluna com 10 VC de tampao-P contendo um gradiente linear de KCI
(0,05 - 1 mol/L). As fragbes de 4 mL eluidas durante o gradiente linear de sal foram
coletadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE 12,5%, figura (4.5), apresenta um gel

representativo da cromatografia nas colunas Source 15-S e Source 15-Q.

Figura 4.5: Analise das fracoes coletadas durante a cromatografia nas colunas Source-15S e Source-15Q.
MW - Padrdo de massa molecular (Bio-Rad), as fracoes eluidas de cada coluna estio indicadas abaixo da
identificacao de cada coluna no gel.

Source-S Source-Q
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Fonte: O autor.

Cromatografia na coluna Butil Sepharose

A coluna Butil Sepharose (GE Healthcare) baseia-se na sele¢ao da proteina alvo
via hidrofobicidade, a matriz da coluna possui grupos hidrofébicos que podem aumentar
a interacdo com o aumento da concentracao de sal. Apos a proteina de interesse estar
ligada a coluna essa pode ser eluida por meio de um gradiente decrescente de sal.

A coluna utilizada possui 18 mL e foi equilibrada com 2 VC de tampao-R contendo
1 mol/L de sulfato de amoénio a um fluxo de 1 mL/min. As fracoes similares provenientes
da coluna Source 15-Q foram ajustadas para 1 mol/L de sulfato de aménio e injetadas

na coluna. Apoés a injecao da amostra, a coluna foi lavada com tampao-R contendo 1
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mol/L de sulfato de aménio (2 VC), num fluxo de 0,5 mL/min. A proteina HsRecA foi

eluida da coluna com 10 VC de um gradiente linear decrescente de sulfato de amonio (1
- 0,05 mol/L) em tampao R.As fragoes de 2 mL eluidas durante o gradiente linear de sal
foram coletadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE 12,5%, figura (4.6), apresenta
um gel representativo da cromatografia na coluna Butil Sepharose. Nesta etapa nao foi
detectada a presenca de nenhum contaminante com bandas visiveis no gel e foi verificada
uma pureza da proteina de 95%.

Figura 4.6: Analise das fragdes coletadas durante a cromatografia na coluna Butil. MW - Padrao de
massa molecular (Bio-Rad), (1-9) fra¢oes eluidas.

Mmw: 1 2 3 4 & 6 F B2 9

Fonte: O autor.

Dosagem da Concentracao de Proteina e Estocagem

A dosagem da concentracao de proteina HsRecA foi determinada por espectros-
copia de absorcao no ultravioleta em 280 nm, utilizando o coeficiente de absorcao de
1,60x10* M~tem™!, em uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 cm. A proteina
HsRecA foi dialisada contra tampao tampao-R contendo 100 mmol/L de NaCl e 1 mmol/L
DTT (2 x 2L por 4 h e uma vez com 2 L, durante 8-12 h), apds esse processo a dosagem
foi realizada. Utilizando o dispositivo centricon (Millipore) e conhecendo a concentragao

e volume inicial de proteina foi determinado o volume final para que a concentragao final
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fosse de 4 mg/mL, a concentragao final foi confirmada por absor¢ao no 280 nm. Aliquotas

de 10-50 pL foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas em freezer a -80 °C.

Teste de Auséncia de Nucleases

A fim de verificar se a proteina purificada estava livre da presenca de nucleases
foi realizado um ensaio de degradacao de trés estruturas de DNA (Circular simples fita
, Linear duplar fita e Circular dupla fita). No ensaio de 20 puL (volume final), 20 uM
de cada DNA foram incubados com 5 pmol/L da proteina HsRecA,Immol/L DTT em
tampao-RecA (25 Tris-AC (80% cation, pH 7.8), 10 mmol/I. MgOAc¢, 3 mmol/L gluta-
mato monossodico (Kglu), 5% (w) glicerol ¢ 1 mmol/L DTT) por 2 h a 37 °C. A reacao foi
interrompida com a adi¢ao de 3 uL de tapao Stop-Load (15% Ficoll, 0,25% azul bromophe-
nol , 0,25% xyleno cyanol, 25 mmol/L EDTA e 10% SDS). Toda a reagao foi corrida em

gel de agarose 8% em tapao TAE e analisada, se nenhuma banda caracteristica de arraste

era detectada a proteina purificada era certificada como livre de nucleases.

Ensaio de Atividade ATPéasica

A hidrolise de ATP mediada pela proteina HsRecA foi medida em um ensaio de
espectrometria como descrito anteriormente por Morrical, Lee e Cox (1986), Brenner et
al. (1987), no tampao RecA a 37 °C. Os ensaios foram realizados em um espectrometro
Varian Cary 300 de feixe duplo, equipado com controlador de temperatura e 12 células de
leitura com troca de posicao automatizada.

Um sistema de regeneracao de ATP (10 U/mL de piruvato quinase e 3 mmol/L
fosfoenolpiruvato) e outro de oxidacdo de NADH (2mmol/L. NADH e 10 U/mL lactato
desidrogenase) foram acrescentados a reagao. A conversao de NADH para NAD™ pode ser
monitorada pelo decréscimo na absorbancia em 380 nm, embora a maxima absorbancia
para o NADH ocorra em 340 nm, a absorbancia foi medida em 380 nm, preservando o
limite linear de deteccao de absorbancia do espectréometro para o longo tempo requerido
para realizar os ensaios.

A quantidade de ATP hidrolisado é a mesma que aquela de conversao de NADH
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para NAD™ e foi calculada utilizando o coeficiente de extin¢ao do NADH, 1,21 M ~tem™1 .

As concentracoes de HsRecA, EcRecA, DNA, SSB e ATP estao indicadas nas legendas das
figuras do Capitulo de Resultados e Discussdes. Foram realizados ensaios em triplicata
e os resultados mostrados sao a média dos trés ensaios. A proteina SSB de E. coli foi

utilizada para estimular a atividade das proteinas HsRecA e EcRecA quando devido.

Reacao de Troca de Trés Fitas de DNA

A reacdo de troca de de fitas foi realizada como descrito anteriormente por Cox
e Lehman (1981), Bedale e Cox (1996), no tampao RecA a 37 °C. Utilizando um sistema
de regeneracao de ATP (10 U/mL de piruvato quinase e 2,5 mmol/L fosfoenolpiruvato)
também foi incluido. As proteinas HsRecA ou EcRecA foram previamente incubadas com
o ¢ssDNA M13mpl8 (7249 mer) durante 20 min, a proteina SSB e ATP foram entdo
adicionadas, seguido de outros 10 min de incubagao. A reacao foi entao iniciada pela
adicao do DNA linear dupla-fita IdsDNA M13mp18 e incubada por 60 min. Para parar
a reacao 5 pul. do tampao Stop-Load foi adicionado para cada 10 pl de aliquota coletada
em diferentes intervalos de tempo. As aliquotas foram entao analisadas por eletroforese
em gel de agarose 0,8% no tampao TAE. As respectivas concentragoes utilizadas de Hs-
RecA, EcRecA, DNA, SSB e ATP estao indicadas na figura do Capitulo de Resultados e

Discussoes.

4.3 Microscopia Eletronica

Um método modificado de Alcian foi utilizado para visualizar os filamentos for-
mados pelas proteinas HsRecA e EcRecA sobre o cssDNA M13mpl8. O material de
deposi¢ao da amostra "(grids)"foi preparado como descrito previamente por Eggler, Lu-
setti e Cox (2003). A preparacao das amostras para deposigao e andlise por microscopia
seguiu o procedimento a seguir.

Todas as incubagoes aconteceram a 37 °C. As proteinas EcRecA ou HsRecA (6,7

pmol /L) foram previamente incubadas com 20 ymol/L ssDNA M13mp18 no tampao RecA
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na presenga do sistema de regeneragdo de ATP (10 U/mL de creatina fosfoquinase e 12

mmol/L de fosfocreatina - PC) por 20 min. Entdo, 3 pumol/L de ATP com o sem 2
pmol /L da proteina SSB foi adicionada ao sistema. Finalmente, 3 mmol/L de ATP~S foi
adicionado por outros 3 min de incubagao a fim de estabilizar os filamentos.

Para depositar a amostra sobre o grid a mistura foi diluida para a concentragao
de DNA de 0,4 ng/ul no tampao de diluigao (200 mmol /L acetato de amonio, 10 mmol /L
Hepes (pH ajustado para 7,5 com HCI) e 10% glicerol ) e adsorvida em um grid de Alcian
por 3 min. O grid foi entao encostado em uma gota do tampao de dilui¢ao, posteriormente
se manteve o grid flutuando sobre uma nova gota no mesmo tampao durante 1 min, esse

procedimento é realizado para retirada de excesso de material Eggler, Lusetti e Cox (2003)

Para revelacao da amostra, o grid foi entao encostado-o em uma gota contendo
5% de acetado de uranil, seguido da flutuacdo do g¢rid em uma nova gota durante 30
s. Finalmente o grid foi lavado encostando-o em agua destilada, seguido da imersao em
beakers de 10 mL de dgua destilada, por duas vezes. Posteriormente, a amostra foi seca,
esse procedimento foi realizado via técnica rotary-shadowed, onde o metal platinum é
evaporado e depositado sobre a superficie contendo as moléculas que se quer visualizar
(SHERRATT et al., 2009).

A captura e registro das imagens foram realizadas com um microscépio de trans-
missao eletronica TECNAI G2 12 Twin Electron Microscope (FEI Co.) equipado com a
camera GATAN 890 CCD. Do departamento de Engenharia de Materias da Universidade
de Wisconsin-Madson USA. Imagens digitais dos filamentos de nucleoproteinas foram
tomadas com 15000 X de magnificacao. Nesta etapa a técnica de laboratério Sindhu
Chitteni-Pattu foi responsavel pela coleta de imagens no equipamento.

O comprimento de dez filamentos formados pelas proteinas EcRecA e HsRecA
foram medidos trés vezes, com rotacao da imagem de 0, 45 e 90°, utilizando o software
Metamorph, o comprimento médio foi calculado em nm. A barra de escala de 0,5 ym foi

utilizada como padrao para calcular o niimero de pixel por pm.
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4.4 Determinacao da Estrutura Tridimensional da pro-

teina HsRecA

Os procedimentos utilizados para cristalizacao e determinacao da estrutura da

proteina estudada estao apresentados por passos:

Passo 1 - Cristalizagcao da proteina HsRecA

Todos os experimentos de cristalizacao foram realizados utilizando o método da
matriz esparsa (JANCARIK; KIM; IUCR, 1991), e técnica da difusao de vapor pela
gota suspensa (hanging-drop), em placas de 24 pogos a 20 °C. Todas as condigoes foram
testadas com a proteina HsRecA sozinha e em complexos com os ligantes ATP~S e ADP e
ssDNA dT18. Na busca por condigoes iniciais de cristalizagao foi utilizado um reservatorio
contendo 1 mL dos componentes dos kits comerciais de cristalizagdo Cryo Suit (QIAGEN),
PEG Ion, Natrix, Crystal Screen 1 e 2 e Crystal Screen Lite (Hampton Research). Cada
gota continha 1 pl da solugao do reservatorio e um volume igual de solugao da proteina
HsRecA (4 mg/mL) adicionado dos ligantes (ATP~S e ADP e ssDNA dT18).

Inicialmente, foram observados aglomerados de multiplas agulhas na condigao
0,2 M CaCly, 20% w/v PEG 3350, pH 6,8 apos 4 dias. Uma primeira otimizagio foi
realizada para esta condicao, inicialmente variando as concentracoes de CaCl2 e PEG
3350, no entanto, os cristais mantiveram o formato de agulha, indicando um crescimento
preferencial em uma dimensao. Realizando uma segunda otimizagao com aditivos do kit
comercial Additive Screens (Hampton Research), foi observada uma melhora significativa
no crescimento dos cristais com a adi¢do de polipropileno glicol 400 (PPG 400). Uma
terceira otimizacgao foi realizada pela busca da concentracao ideal de CaCly, PEG 3350 e
PPG 400. Os melhores cristais foram finalmente obtidos na condig¢ao 0,25 M CaCl, e 14%
w/v PEG 3350, com adi¢ao de 5-8% w/v de PPG 400 diretamente na gota de cristalizagao.
Os melhores cristais se formaram a partir da solucao contendo 0,1 mmolb.HsRecA, 10
mmolt.MgCI2 e 2 mmolLADP, apés 4 dias. A solucao adiconada dos ligantes foi preparada

com 24 h de antecedéncia e permaneceu a 4 °C até o momento de mistura com a gota.
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Passo 2 - Coleta de dados de raios X
A coleta de dados de difracao de raios X foi realizada utilizando um difratometro
de geometria x, no Laboratorio de Cristalografia de Proteinas do Professor Dr. James
Kerck na Universidade de Wisconsin-Madison. Os dados de difracao foram coletados
utilizando a radiacao CukK, em um difratometro da Bruker, equipado com anodo rotatorio
e um gerador de raios X operando na voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA, acoplado
a um detector CCD Smart-6000.
Os cristais analisados foram rapidamente resfriados em nitrogénio liquido (100
K) utilizando a soluc¢do do reservatorio como crioprotectante, adicionado de 25% etileno
glicol. O melhor cristal difratou para um méximo de resolucio atémica de 1,7 A. Um
total de 1056 imagens de dados foram coletadas com um angulo de oscilacao de 0,5°, com
tempo de exposicao de 120 s por imagem coletada e uma distancia cristal-detector de 60

min.

Passo 3 - Processamento dos dados de raios X

Nesta etapa um arquivo (.MTZ) obtido experimentalmente a partir da interface
do programa Proteum2 (Bruker AXS (2010) PROTEUM?2, Version 2010.5, Bruker AXS
Inc., Madison, Wisconsin, USA), contém a informacao geral de cada uma das imagens
de difracao coletada. Desta forma é necessario colocar todas as imagens medidas em
uma Unica escala, bem como reduzir os dados medidos para que contenham apenas um
conjunto tnico de reflexoes, excluindo reflexoes geradas por simetrias, esse procedimento
é chamado de reducgao e escalonamento dos dados. O programa Proteum?2 realiza essa
tarefa, e fornece o arquivo de saida (.MTZ) com as intensidades de cada conjunto hkl

mensurado.

Passo 4 - Substituicao molecular

O faseamento inicial foi obtido pelo método de substituicao molecular, que per-

mite atribuirmos fases preliminares para um conjunto de amplitudes experimentais uti-
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lizando para isto a estrutura tridimensional de uma estrutura ja determinada (modelo

inicial). A rotagao e translacdo do modelo inicial foram realizadas no programa Phaser
(MCCQOY et al., 2007). O modelo cristalografico da proteina RecA de E. coli (PDB:1xmv)
foi utilizado como modelo inicial de busca. Em um primeiro faseamento, a utilizacao do
modelo mostrou-se insatisfatoria, a densidade eletronica da regiao C-terminal nao apre-
sentava qualidade suficiente para construcao do modelo para a proteina HsRecA, entao
optou-se em separar o modelo de busca em duas partes: Regioes N-terminal e central
(residuos 3 a 282) e a regiao C-terminal (residuos 283 a 328). Nesta etapa é gerado um
arquivo .pdb que contém as informagoes estruturais de um primeiro modelo da estrutura

que deseja-se determinar.

Passo 5 - Refinamento

A estrutura inicial foi construida com o programa phenix.autobuild (TERWILLI-
GER et al., 2008), refinada e modelada com ciclos manuais de refinamento com o programa
COOT (EMSLEY et al., 2010) e computacionais no phenix.refine (ADAMS et al., 2010).
Nesta etapa foi utilizado uma rotina computacional escrita pelo Prof. Dr. Jorge Iulek da
Universidade Estadual de Ponta Grossa - Dep. de Quimica, para refinamento utilizando

o programa phenix.refine.

Passo 6 - Validacao

Esta etapa é crucial na determinacao de estrutura, nela deve-se avaliar a quali-
dade do modelo calculado, e também da presenca de possiveis erros estruturais em regioes
localizadas, bem como erros em parametros estereoquimicos. A fim de verificar se o mo-
delo construido era consistente e nao possuia erros de modelagem o programa Molprobity
(CHEN et al., 2010) foi utilizado para validagao geométrica. Nesta etapa o comprimento
de angulo de ligacoes, a planaridade de anéis de cadeias laterais, a quilaridade, as confor-
macoes de cadeias laterais, o impedimento estérico entre pares de atomos nao ligados sao
avaliados. E o grafico de Ramachandran gerado no Molprobity é utilizado para avaliar a

disposi¢ao dos angulos torcionais ¢/v. As ligacoes ¢ (entre o grupo NH e carbono alfa)
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e 1 (entre o carbono alfa e o grupo carbonila) ndo possui nenhuma restrigdo e possui

rotacao livre. Contudo, nem todas as combinacgoes ¢ + 1) sao permitidas estericamente,
algumas combinagbes causam colisoes desfavoraveis entre grupos da cadeia principal e/ou
as cadeias laterais.

Se o modelo gerado nao possui nenhum erro de modelagem entao a es-
trutura final pode ser depositada no banco de dados pdb, no qual também
ocorre uma validacao comparativa com as estruturas ja depositadas no banco
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). A estrutura da HsRecA foi depositada com
o codigo de acesso pdb:5JRJ.

A fim de verificar se o modelo construido era consistente e nao possuia erros de
modelagem o programa Molprobity foi utilizado para validacido geométrica (CHEN et al.,
2010).

A estrutura final foi depositada no banco de dados pdb com o cédigo de acensao

pdb:5JRJ.

Ferramentas de bioinformatica

Os modelos de estrutura tridimensional foram preparados utilizando o programa
STRID para assinatura da estrutura secundaria (FRISHMAN; ARGOS, 1995), e visuali-
zada na interface do programa PyMOL (SCHRODINGER, 2010).

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos levando a estrutura secundéria das
proteinas foi realizado utilizando os programas MultiProt e T-Coffee (SHATSKY; NUS-
SINOV; WOLFSON, 2004; NOTREDAME; HIGGINS; HERINGA, 2000), e os resulta-
dos foram visualizados na interface on-line ESPript - http://espript.ibcp.fr (ROBERT;
GOUET, 2014).

As superficies de potencial eletrostatico foram calculadas no servidor Adaptive
Poisson-Boltzmann Solver (APBS) http://www.poissonboltzmann.org/ (BAKER et al.,
2001; DOLINSKY et al., 2007), por meio da solu¢io da equacao de Poisson-Boltzmann,
onde esse descreve interacoes eletrostaticas entre solutos em meio aquoso. Nesta etapa o

arquivo .pdb do modelo é depositado no servidor APBS, ap6s o calculo da superficie de
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potencial o servidor retorna um arquivo .PQR que contém as informagoes para gerar a

superficie, essa visualizada no programa PyMOL (SCHRODINGER, 2010).
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Capitulo 5

Resultados e Discussoes

Este capitulo apresentard a caracterizagao estrutural e funcional da proteina Hs-
RecA, sendo dividido em duas partes. Primeiramente, serdao apresentados os resultados da
cristalizacao e determinacao da estrutura cristalografica, bem como comparagoes estrutu-
rais. Posteriormente, serao apresentados os resultados de atividade de reacao de troca de

fitas, atividade ATPéasica e microscopia eletronica.

5.1 Estrutura Tridimensional da Proteina HsRecA

Cristalizagao, Coleta de Dados de Difracao de Raios X

Em busca de condicoes de cristalizacao 6 kits comerciais foram utilizados (aproxi-
madamente 576 condi¢oes). Foram observados cristais em diversas condicoes, no entanto
apos 4 dias a condi¢ao contendo 0,25 mol/L CaCly e 14% (w/v) polietileno glicol 3500
(PEG 3500) do kit PEG TON (Hampton Research), apresentou os primeiros cristais com
dimensoes adequadas, a morfologia desses cristais estao apresentados na figura (5.1a), suas
dimensoes nao foram determinadas. Esses cristais nao permitiram uma coleta completa
de dados de difragao de raio X, aliada a baixa resolu¢ao do padrao de difragao. Apods
triagem e refinamento com o kit Additive Screen (Hampton Research) constatou-se a adi-
cao direta de polipropileno glicol 400 (PPG 400) na concentragao final de 5-8% (w/v),

o crescimento dos cristais foi otimizado e esses apresentaram melhoria significativa nas
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dimensdes e morfologia. Os melhores cristais se assemelham ao mostrado na figura (5.1b),
onde esse possui dimensoes 0,8 mm x 0,2 mm x 0,2 mm.

Figura 5.1: Cristal da proteina HsRecA obtidos pelo método da difusdo de vapor em gota suspensa.
Condicéo de cristalizagdo: (a) 0,25 M CaClsy e 14% (w/v) polietileno glicol 3500 (PEG 3500), (b) 0,25
M CaCls e 14% (w/v) polietileno glicol 3500 (PEG 3500) e 5% (w/v) de polipropileno glicol 400 (PPG
400).

Fonte: O autor.

O cristal da figura (5.1b) difratou para o maximo de resolu¢ao atomica de 1,70

A, uma imagem representativa do seu padrio de difracdo é apresentado na figura . O
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cristal analisado pertence ao grupo espacial P6;, os valores dos parametros de rede sao

a=0b=8741A e ¢ = 91,35A. Uma estatistica detalhada da coleta de dados de raios X

desse cristal é apresentada na tabela (5.1)

Figura 5.2: Padrao de difragao do cristal da HsRecA. A linha verde indica a regido de mais alta resolugao,
que foi de 1,7 A.

Fonte: O autor.
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Tabela 5.1: Estatisticas de processamento e coleta de dados de raios X para o cristal da proteina HsRecA.
Os valores entre parénteses se referem a faixa de maior resolucio de 1,73 - 1,70 A.

Nimero de imagens
Comprimento de onda (A)
Faixa de resolucio (A)
Grupo espacial

Cela unitaria

a; b; ¢ (A)

o; By ()

Total de reflexoes
Reflexoes tnicas
Multiplicidade
Completeza (%)
Média de I /o (1)
Wilson B-factor

Rmerge

1056
1,542

75,71 - 1,70 (1,73 - 1,70)
P6,

87,41; 87,41; 91,35
90; 90; 120

42574 (3467)
5,18 (1,83)
97,67 (79,50)
31,03 (2,08)
16,94

0,0467 (0,6285)

Fonte: O autor.

Na tabela (5.1), o alto valor da média de I/o(I) e o baixo valor de Ryerge in-

dica que os parametros cristalinos foram corretamente determinados, o consenso é que
I/o(I) < 2 e Ryerge > 0,5 para considerar que uma determinada faixa de resolugao
contenha somente ruido e deva ser descartada. O baixo valor do Wilson B-factor obtido
estd correlacionado diretamente a média I/o([), pois é um indicativo que o movimento
atomico foi reduzido devido a baixa temperatura na qual o cristal foi coletado (-173,15
°C). Adicionalmente, a completeza proximo de 100% mostra que as imagens coletadas
possuem informacao suficiente para resolver a estrutura, uma excelente coleta de dados
atinge 99% ou 100% de completeza.

A proteina HsRecA nativa possui 351 aminoacidos, uma massa molecular teorica

de 37,47 kDa. O coeficiente de Matthews indicou a presenca de um tnico monémero de
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HsRecA na unidade assimétrica (V,, = 2,73 A3 Da~'; contetdo de solvente = 55,01 %)

(MATTHEWS, 1968).

Faseamento Inicial e Refinamento

A estrutura tridimensional da proteina HsRecA foi resolvida pelo método de subs-
tituicdo molecular, utilizando o programa PHASER (MCCOY et al., 2007). As coorde-
nadas atomicas da proteina EcRecA (pdb:1xmv, (XING; BELL, 2004)) foram utilizadas
como estrutura de referéncia. O alinhamento da sequéncia (figura (5.5), na pagina 91) de
aminoacidos da HsRecA e EcRecA, mostrou que essas proteinas dividem 68,12% de iden-
tidade e 80,6% de similaridade. O alto valor de identidade que essas proteinas dividem
justifica o uso da proteina EcRecA como estrutura de referéncia.

Em uma primeira tentativa de substituicdo molecular a regiao C-terminal da
proteina EcRecA mostrou-se estar em diferente orientacao em relagdo a proteina Hs-
RecA. Para contornar o problema optou-se em dividir as coordenadas atémicas do arquivo
pdb:1xmv em dois modelos: 0 Modelo 1 possui os residuos 3-282, compreendendo a regiao
N-terminal até dominio central (core ATPésico), e o Modelo 2 os residuos 283-328 (regiao
C-terminal). Esse procedimento conferiu maior liberdade translacional e rotacional ao
Modelo 2 e mostrou-se adequado para a solucao via substituicao molecular. A melhor
solugdo para cada modelo esta apresentada na tabela (5.2), juntamente com os respecti-
vos scores (RFZ e TFZ) de cada fun¢do. O manual do programa PHASER indica que
uma possivel solucao é encontrada para aqueles valores de RFZ menores que 4, e para os
valores de TFZ maiores que 6.

A partir da solugdo composta (Modelo 1 + Modelo 2) o mapa de densidade ele-
tronica inicial gerado pela substituicao molecular, contendo as fases iniciais aproximadas,
apresentou qualidade suficiente para construir aproximadamente 65% da cadeia polipepti-
dica da HsRecA presente na unidade assimétrica. Neste mapa foi aplicada uma construcao
automatizada para a cadeia polipeptidica, utilizando o programa phenix.autobuild, por
meio de refinamento de corpo rigido. O modelo inicial gerado a partir do mapa apresen-

tava valores de Ry, = 35,46% e Ryrec = 56, 73%, ap6s o refinamento automatizado esses
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Tabela 5.2: Valores de rotagao, translagao e os scores para os modelos utilizados pela substituicao molecu-
lar na resolugao da estrutura da proteina HsRecA. A estrutura da proteina EsRecA (pdb 1xmv), separada
em dois modelos, foi utilizado como como estrutura de referéncia para os calculos das fases iniciais. Na
tabela a°, 5° e 7°, sao os angulos euclidianos da operacao de rotagdo. Ty, Ty e T, correspondem as
respectivas operacoes de translagoes nos eixos x; y; z. RFZ e TFZ representam os scores da fungao de
rotacao e translacao, respectivamente.

Modelo Estrutural — o° B° v T,(A) T,(A) T.(A) RFZ TFZ
Modelo 1 55,9 177,1 216,8 0 0 0,02 3,6 6,7
Modelo 2 47,7 1192 2278 0,77 0,77 -0,35 25 7,0

Fonte: O autor.

convergiram para Ryox = 22,11% e Ry = 25, 11%, contendo inicialmente 229 residuos
no modelo, de um total de 351 constituintes da proteina HsRecA.

O modelo gerado por autobuild foi transferido para a interface do programa
COQT, e refinado manualmente utilizando o programa Phenix.refine. Foram impostas
restricoes geométricas para eliminar qualquer tendensidade do modelo. Os mapas de
densidade eletrénica foram contornados em mF,— DF,. = 3 e 2mF,— DF,. = 1 e utilizados
durante o refinamento manual. Aqueles residuos que nao estavam resolvidos na estrutura
da proteina EcRecA e que nao puderam ser modelados via autobuild foram incluidos
manualmente na cadeia polipeptidica. Uma estatistica detalhada do refinamento e da

qualidade do modelo final é apresentada na tabela (5.3).
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Tabela 5.3: Estatisticas de processamento da coleta de dados da proteina HsRecA. Os valores entre
parénteses se referem a faixa de resolugao de 1,73 - 1,70 A.

Reflexdes usados para Rpe.  2025(109)

Ruork 17,55 % (0.3151)
Rifree 21,07 % (0.3775)
Nimero de 4tomos

Atomos exceto hidrogénios 2743

Proteina 2359
Ligantes 59
Aguas 325
Residuos 308

Desvios r.m.s

Comprimento de ligacio (A) 0,015

Angulos de ligacao (°) 1.62

B-factor médio (A?) 23,30
B-Proteina (A?) 22,30
B-Ligantes (A?) 21,70
B-Solvente (A?) 31,00

Fonte: O autor.

A partir do refinamento no COOT foi possivel construir um modelo com 308
residuos, aproximadamente 87% da cadeia polipeptidica da HsRecA. O mapa de densidade
eletronica nao foi observado para os residuos 1-5, 41-43, 164-175, 201-218 e 343-351, essas
regioes nao modeladas sao indicativos de alta flexibilidade conformacional.

Inicialmente os valores dos indices residuais Ry € Rjfree eram de 35,46% e
56,73%, respectivamente. A grande discrepancia entre esses valores é justificada pela nao

inconsisténcia do modelo sobre os dados experimentais. Apos o refinamento via autobuild
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e o manual esses indices residuais convergiram para Ry = 17,55% e Rypee = 21,07%.

Estes indices devem convergir para valores proximos ao final do refinamento, implicando
que o modelo estrutural gerado é consistente com os dados experimentais, e a estrutura
foi resolvida com sucesso.

Adicionalmente, aos valores de Ryori; € Ryree € possivel realizar uma validacao geo-
métrica do modelo gerado, observando a disposicdo espacial dos angulos ¢/1. Observa-se
pela figura (5.3) que nenhum residuo esta presente em regices proibidas no grafico de
Ramachandran, com 97,58% dos residuos presentes na regiao mais favorecida (RAMA-
CHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). Indicando que os angulos
torcionais ¢(°) e 1(°) estao corretamente ajustados no modelo para todos os residuos re-
finados. Também pode-se observar pela tabela (5.4) que os critérios que determinam a
qualidade final do modelo estrutural (de acordo com valores ideais) foram todos alcanga-

dos.
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Figura 5.3: Grafico de Ramachandran para o modelo estrutural refinado da proteina HsRecA. Em verme-
lho sao as regioes permitidas, em amarelo adicionalmente permitidas, azul claro generosamente permitas
e azul escuro as proibidas. Os pontos brancos sobre o mapa referem-se a combinacao de angulos torcionais
?(°) e ¥(°) dos 308 residuos do modelo. Grafico gerado pela validagdo no programa Molprobity.

Fonte: O autor.

Tabela 5.4: Estatisticas de valida¢ao geométrica do modelo estrutural da proteina HsRecA via Molprobity.

Valor ideal
Ramachandran favorecido (%) 97,58 > 98

Ramachandran proibido (%) 0 < 0,2
Rotameros pobres (%) 0,4 < 1,0
Desvios de Cf3 0 0

Fonte: O autor.
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5.2 Descricao Geral da Estrutura da Proteina HsRecA

Como predito anteriormente por Story, Weber e Steitz (1992) estrutura terciaria
da proteina HsRecA pode ser subdividida em trés dominios: Um pequeno dominio N-
terminal (NTD), um dominio central contendo um sitio ATPéasico e e um grande dominio
C-terminal (CTD). A figura (5.4) mostra o diagrama de fitas para o monoémero do cristal

da proteina HsRecA.

Figura 5.4: Diagrama de fitas da estrutura cristalografica do monémero da proteina HsRecA. Regides que
nao puderam ser modeladas estdo indicadas pelo iltimo residuo-ntimero. O mondémero é composto por
um dominio N-terminal (NTD), um dominio central contendo um sitio ATPésico e e um grande dominio
C-terminal (CTD). No dominio central est4 presente um fon de Ca®* (esfera magenta). O sitio ATPéasico
estd parcialmente ocupado pelos nucleotideos ATP e ADP.

ARG-176
ALA-6

B

\ ADP/ATP

Fonte: O autor.

A comparagao estrutural do monémero da proteina HsRecA e da EcRecA (pdb:,
XMV) mostrou que elas diferem com um RMSD (root-mean square deviation) de 1,324 A
para os C,, 1,335 A para a cadeia principal e 1,486 A para todos os atomos.A figura (5.5)
apresenta um alinhamento com a sequéncia de aminoacidos da estrutura cristalografica e

da sequéncias das proteinas HsRecA (pdb:5JRJ) e EcRecA (pdb:1xmv).
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Figura 5.5: Alinhamento da sequéncia de aminécidos presentes estrutura cristalografica contra a sequéncia
de aminoécidos das proteinas HsRecA e EcRecA. A assinatura da estrutura secundaria esté indicada acima
e abaixo de cada sequéncia.

HsReeA (modelo)
HsReeA (sequincia) © DD
EcRecA (modelo) *
EcRecA (sequincia)

164

184
178

160

245

281
L 275

239

Fonte: O autor.

A estrutura tridimensional da HsRecA é similar a de suas homoélogas, possuindo
os mesmos elementos de estrutura secundaria, como observado nas RecAs de FE. coli, D.
radiodurans, M smegmatis, M. tuberculosis (STORY; WEBER; STEITZ, 1992; STORY;
STEITZ, 1992; DATTA et al., 2003; CHANDRAN et al., 2015; RAJAN; BELL, 2004).
O NTD (6 - 40 aa) consiste de uma a-hélice e um motivo random coil. O CTD (276 -
343 aa) consite de 3 a-hélices e um motivo S-strand antiparalelo. O dominio central (44 -
275 aa) consiste de um conservado sitio ATP4sico, intercalando a-hélices e (-strand, que
nele contém os sub-motivos Walker A (72 - 81 aa) e B (147 - 157 aa), e também os sitios
de ligacdo ao DNA L; (163-176 aa) e Ly (202-219 aa), os sitios de ligagdo ao DNA nao
estavam presentes na densidade eletronica devido ao alto grau de desordem. Na estrutura
também esté ligado um fon de Ca®*, coordenado pelos residuos Asparagina 119 (Ans119)
e Aspartato 120 (Asp120). Esses residuos fazem parte do dominio central, e a presenca do
ion foi confirmada pela sua coordenagao geométrica, verificada no servidor CheckMyMetal
(CMM), adicionado da alta densidade eletronica no sitio de ligacao. A figura (5.6) mostra
o sitio de interacao do fon Ca®*. A presenca desse fon ligado ao sitio ATPésico ainda nao

havia sido relatado para nenhuma estrutura de proteina RecA.
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Figura 5.6: Stereoview do sitio de ligacdo do fon Ca®* e dos residuos que coordenam este fon. Os valores
mostrados em verde se referem as distancias interatomicas em A do fon. As dguas 141, 222 e 304 fazem
a coordenagao fon juntamente com os residuos Asparagina 119 (Ans119) e Aspartato 120 (Asp120).

Fonte: O autor.

5.3 O Sitio ATPasico

A solugao de proteina contendo 0,1 mmmolt.HsRecA - 10 mmolb.M gCls - 2 mm-
molLADP, possibilitou que o nucleotideo ADP fosse co-cristalizado na estrutura. Por
meio da anélise das vizinhancas de ligacao do ADP no sitio foi possivel verificar que esse
interage diretamente com os seguintes residuos: Ser76, Ser77, Thr80, Thr81, Aspl07,
Tyr110 e Gly272 na estrutura da proteina HsRecA. O fon Mg** é um cofator importante
para a atividade ATPéasica da proteina RecA, porém apesar da solugao de proteina possua
10 mmmolk. M gCl,, nao foi observada densidade eletronica para o fon Mg?t ao redor do
ADP de forma a solucionar apropriadamente sua coordenacdo. A auséncia do fon M g?*
também foi observado nas RecAs de Deinococcus radiodurans e Mycobacterium tubercu-
losis co-cristalizadas com nucleotideos trifostafos (CHANDRAN et al., 2015; RAJAN;
BELL, 2004).

Durante o refinamento foi observado uma densidade eletronica extra com con-

formagao aproximadamente tetraédrica acima do fosfato-5 do ADP, a qual nao pode ser
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apropriadamente modelada com dguas, ou fons SO2~ ou PO?™ . Entretanto o refinamento
com o fon PO}~ na posi¢io da densidade eletronica extra, juntamente com o ADP mos-
trou que eles poderiam estar covalentemente ligados, pois ainda observou-se a presenca
de uma densidade eletronica negativa no mapa de Fourier diferenca entre o ADP e PO},
considerando que o fon PO~ possui 100 % de ocupacio, para melhor entendimento e
visualizagao do acima explicado, as figuras (5.5a) e (5.5b), mostram o sitio ATPésico com
100% de ocupacao pelo ATP e com 39% de ocupacao, respectivamente. Mediante a tltima
observacao foi considerado que o sitio ATPasico poderia estar parcialmente ocupado tam-
bém pelo ATP. O refinamento com o ADP e ATP dividindo a mesma posicao melhorou o

ajuste da densidade eletronica e resultou nas ocupagoes de 61% and 39%, respectivamente.
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Figura 5.7: Mapas de densidade eletronica (mFo-DFc) do sitio ATPéasico: (a)Refinamento com ATP
possuindo 100% de ocupacao; a densidade eletronica negativa sobre o fosfato-y indica que esta posi¢ao
nao pode estar completamente ocupada. (b) Refinamento com o ATP possuindo 39% de ocupagio; a
densidade eletronica positiva sobre o correspondente ADP indica que este deve ocupar a posi¢ao sobre a
densidade mostrada. Os mapas estao contornados em +3c (verde) e -3¢0 (vermelho).

Fonte: O autor.

Apos verificar a presenca dos dois nucleotideos dividindo a mesma posicao, as
interacoes de cada dtomo do nucleotideo com cada residuo da HsRecA foram identificadas.
Essas estdo apresentadas nas figuras (5.8a) e (5.8b), para os atomos do ADP e ATP,

respectivamente.
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Figura 5.8: Interacoes dos nucleotideos com aminoacidos do sitio ATPasico da HsRecA. Em (a) interagoes
encontradas para o ADP, em (b) interagoes encontradas para o ATP.
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Fonte: O autor.

A glutamina (Gln) é um residuo altamente conservado no sitio ATPéasico, corres-

pondendo as posicoes 194 e 201 na EcRecA e HsRecA, respectivamente. Esse residuo nao
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pode ser mutado para qualquer outro pois inibe completamente a atividade ATPéasica. A

proposta é que a interacdo GIn-ATP provoca mudangas conformacionais na RecA (con-
formagao extendida ou comprimida) mediada pela hidrolise de ATP. O fon Mg¢*" interage
com o fosfato § e v do ATP, de tal modo que o fosfato v é mantido em posicao para inte-
ragir com a Gln, desse modo a Gln transmite a informacao da ligacao do ATP para o Loop
Ly e a hélix G, dois elementos estruturais que participam da ligacao ssDNA-RecA. Nesta
condicao a proteina RecA se encontra na forma ativa e estendida, por seguinte o residuo
Glu 96 na EcRecA provome a ativacao da molécula de dgua sobre o fosfato v, ocasionando
a hidrolise de ATP. Uma vez que o ATP estéa hidrolisado, a GIn nao pode manter a con-
formagao do Loop Ly e da hélix G, e o filamento colapsa para a conformagao comprimida
(KELLEY; KNIGHT, 1997) (Kelley, and Knight 1997, and Hortnagel et al., 1999). Na
estrutura da proteina HsRecA o N amida da GIn201 esta a 2,88 A do fosfato-y do ATP. Na
estrutura do complexo DrRecA-ATP~S, a Gln estd a 3,0 A do thiophosphato-y. Ambas
glutaminas apresentam a mesma conformacao nas proteinas HsRecA e DrRecA, diferente
daquela observada na estrutura da proteina EcRecA (pdb:1xmv) no qual somente o ADP
esté ligado na estrutura. Corroborando com a presenca do ATP na estrutura da proteina
HsRecA.

A reconstrucao da superficie eletrostatica do monémero da proteina HsRecA,
mostrou de forma qualitativa que a cavidade onde ocorre a ligagao do ATP é predominan-
temente positivamente carregada, figura (5.6a), quando comparada a proteina EcRecA,
figura (5.6b). O grupo fosfato do ATP possui carga elétrica negativa, uma cavidade
possuindo maior densidade de carga positiva aumentaria a interagao RecA-ATP, essa in-

teragao ¢ importante pois a ligagdo RecA-DNA ¢é dependente da presenca do ATP.



98

Figura 5.9: Distribuigdo de potencial eletrostatico de superficie na regido do sitio ATPésico. Em (a) é
mostrado o sitio ATPésico da proteina EcRecA, em (b) o sitio ATPasico da proteina HsRecA. Os niveis

de carga na representacdo do potencial eletrostatico de superficie variam de —3kT'/e (vermelho) para
+3kT /e (azul).

HsRecA

ADP/ATP

EcRecA

Fonte: O autor.

5.4 Reacao de Troca de Fitas de DNA in vitro

A habilidade das proteinas EcRecA e HsRecA em catalizar a reacao de troca de
fitas entre o cssDNA e o duplex linear dsDNA (IdsDNA) para formar o duplex circular

cdsDNA (Produto) foi examinada entre 5 e 60 min de incuba¢ado RecA-DNA na presenca
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de um sistema de regeneracao de ATP e da proteina SSB. A reagao de trocas de fitas

promovida pela proteina HsRecA foi mais eficiente do que a mesma reacdo promovida
pela proteina EcRecA. As velocidades de reacao parecem ser semelhantes para ambas
as proteinas, com cdsDNA produtos ja detectaveis ap6s 5 min de incubacao, bem como
moléculas intermediarias. Esse resultado estd apresentado na figura (5.11a). Com o tempo
adicional as moléculas intermediarias continuaram a ser convertidas em duplex circular
cdsDNA, atingindo uma aparente estabilizacdo ap6s 10 min. No entanto, a extensao da
reacao promovida pela HsRecA sempre foi maior em todos os tempos analisados, conforme
quantificagao monitorada por meio das intensidades das bandas do cdsDNA formado,
figura (5.11b).

No contexto deste trabalho este experimento foi realizado a fim de comprovar
que a proteina HsRecA manteve sua central atividade biolégica inalterada, mesmo apoés
todo o processo de lise celular e purificacdo. E essencial que a proteina possua atividade

ATPasica e de reacao de troca de fitas.
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Figura 5.10: Reacédo de troca de fitas de DNA promovida pelas proteinas HsRecA e EcRecA. (A) Ele-
troforese em gel de agarose 0,8% do decurso temporal da reacdo de troca de trés fitas, realizada como
descrito no capitulo de Material e Método e abaixo, a ilustracao dos substratos e produtos da reagao de
troca de fitas. A reacdo contendo 10 pM nt cssDNA M13mp18 e 3,5 uM HsRecA ou EcRecA, a reacao foi
incubada por 20 min a 37 °C, e entdo 3 uM ATP e 1 uM SSB foram adicionados e incubados por outros
adicionais 10 min. Os decurso temporal mostrado representa o tempo da reacao apés adicao de 20 uM
nt ldsDNA M13mp18. (B) A percentagem de duplex substrato convertido em duplex circular (Produto)
em funcado do decurso temporal.
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Fonte: O autor.
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5.5 A Dinadmica de Formacao dos Filamentos sobre o

ssDN A

A atividade ATPésica é comumente utilizada para avaliar indiretamente a di-
namica de formacao e estabilidade dos filamentos da RecA sobre o ssDNA. A atividade
ATPasica da proteina HsRecA foi avaliada por meio da espectroscopia de aborcao no
Ultra-Violeta em 340 nm, na presenca do DNA circular simples fita M13mp18 (circular
single strand-cssDNA), ATP e um sistema de regeneracao de ATP, como descrito no ca-
pitulo de Material e Métodos. Todos os ensaios de atividade ATPésica foram realizados
concomitantemente a proteina EcRecA, a fim de comparar a dindmica de formacao dos
filamentos dessas duas proteinas in vitro. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

Uma reacao contendo as proteinas HsRecA ou EcRecA + cssDNA foi previamente
incubada por 20 min a 37° C, seguido da adicao de ATP e SSB, ambos adicionados no
tempo t = 0 (start). A formacdo completa dos continuos filamentos da proteina RecA
sobre o cssDNA sao preditos no regime estacionario maximo do perfil de hidrolise (BREN-
NER et al., 1987). O parametro cinético aparente k., foi determinado ap6s o maximo do
regime estacionério ser atingido para ambas as proteinas EcRecA e HsRecA, assumindo
que um monodémero de RecA se liga a cada 3 nucleotideos de ssDNA. A determinacao do
valor aparente de k., se da pela razao entre a velocidade maxima de hidrolise e o nimero
de sitios de ligacao cssDNA/RecA disponiveis na reagdo, neste trabalho adotou-se um
nimero de sitios igual a 5/3, logo k.. =(velocidade méaxima de hidroélise)/(5/3).

Nas condicoes da reacao acima ensaiada os resultados mostraram um k.,; de 25,63
+ 0,10 e 28,91 + 0,11 min~!, para a EcRecA e HsRecA, respectivamente (Figura (5.11)
- Reacao 1). A literatura reporta um k. de aproximadamente 30 min~! para a pro-
teina EcRecA quando essa esté ligada ao ssDNA em condi¢oes similares (WEINSTOCK;
MCENTEE; LEHMAN, 1981; BRENNER et al., 1987; BIANCO; WEINSTOCK, 1996).
Observou-se em multiplos experimentos que a atividade ATPasica ssDNA-dependente
da proteina HsRecA foi consistentemente 10% maior que aquela exibida pela proteina

EcRecA.
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A proteina SSB é tipicamente utilizada em ensaios in vitro para remover a estru-

tura secundaria do DNA e facilitar a formacao dos continuos filamentos da proteina RecA
sobre o cssDNA quando adicionada apods a incubacao DNA-RecA. Entretanto, quando a
proteina SSB é adicionada antes da RecA, essa fortemente inibe a nucleacao da RecA
sobre o DNA. Como consequéncia a atividade ATPasica € inicialmente suprimida seguida
de um lento acréscimo (KOWALCZYKOWSKI et al., 1987; UMEZU; KOLODNER, 1994;
ROY et al., 2009; SHEREDA et al., 2008). A proteina EcSSB foi utilizada em todos os
experimentos, em parte por que a proteina HsSSB nao estava disponivel. Em estudos
anteriores de proteinas RecA de bactérias como Neisseria gonorrhoeae (Ng), Streptococ-
cus pneumoniae (Sp) e Deinococcus radiodurans (Dr) falharam em encontrar qualquer
diferenca nos efeitos da SSB quando a EcSSB foi trocada pela respectiva cognata SSB
do organismo em reagoes padroes da RecA (STOHL et al., 2011; STEFFEN; BRYANT,
2000; KIM et al., 2002). A sequéncia de aminoacidos da proteina HsSSB mostrou-se ser a
mais proxima da EcSSB (57% identidade/69% similaridade) do que a SSB das trés espé-
cies acima mencionadas (50%/63%, 31%/50% e 38% /4% para a NgSSB, SpSSB e DrSSB,
respectivamente).

A fim de avaliar os efeitos da SSB sobre a atividade ATPasica da HsRecA, a
proteina SSB foi omitida da reacao descrita acima (Figura (5.11) - Reacao 2). Nesta reagao
a proteina HsRecA mostrou uma atividade ATPasica 46,08% maior do que a EcRecA, com
um ke, de 16,49 £ 0,11 e 8,89 4 0,01 min~!, respectivamente. Entretanto, nenhumas
delas atingiu o mesmo nivel de atividade ATPésica registrada na presenca pos incubagao
RecA-DNA (Reagao 1) em 70 min de monitoramento. Em contrapartida o perfil linear
de hidrolise desde de t = 0 e permanecendo assim durante toda a reacao indicou que nao
houve significante acréscimo de ambas as proteinas RecA ligando-se ao cssDNA durante
o0 monitoramento.

Esse resultado corrobora com a informacao estrutural obtida a partir da recons-
trucao da superficie eletrostatica no sitio ATPasico dessas proteinas. A proteina HsRecA
mostrou possuir um sitio ATPésico com aparente maior afinidade eletrostatica pelo ATP,

comparada a EcRecA. Uma vez que a auto-polimerizacao da RecA sobre o DNA é depen-
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dente da ligacao conjunta do ATP, a maior afinidade do sitio de ligagao pelo ATP pode

facilitar a auto-polimerizacao da HsRecA sobre o DNA.

Figura 5.11: Perfil da atividade ATPasica das proteinas HsRecA e EcRecA na presenca e auséncia da
proteina SSB. Reacdo 1: 5 uM nt M13mpl8 cssDNA e 3 uM HsRecA ou EcRecA foram previamente
incubados por 20 min a 37 °C, seguindo da adigdo de 3 uM ATP e 0,5 uM SSB (t=0,start). Reagao 2:
Os mesmos procedimentos da Reacao 1 foram realizados na auséncia da proteina SSB. O tempo ¢t = 0
indica a adigdo de somente ATP. O valor aparente do K., foi determinado ap6s o estado estacionario da
RecA ligada ao cssDNA.
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Fonte: O autor.

O estimulo na formacao de continuos filamentos pela proteina SSB causado in-
tencionalmente na Reacdo 1 também foi observado nas proteinas RecA de E. coli, Pseu-
domonas aeruginosa e Neisseria gonorrhoeae (KOWALCZYKOWSKI et al., 1987; ROY
et al., 2009; STOHL et al., 2011; BAITIN et al., 2006). Entretanto, o efeito observado
foi diferente em D. radiodurans, ambas as proteinas SSB de E. coli e de D. radiodurans
causam a supressao completa da atividade ATPésica da proteina DrRecA in wvitro, indi-
cando uma inibicao da formagcao dos filamentos dessa proteina na presenca da SSB e DNA
(NGO et al., 2013).

Baseado no fato que a atividade ATPé&sica ser correlacionada com a quantidade
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de RecA ligada ao DNA, os resultados observados na Reagao 2 sugerem que proteina

HsRecA possui elevada capacidade de se ligar a estrutura secundaria do ssDNA. A omissao
da proteina SSB do ensaio de atividade ATPasica causa um decréscimo de 65% (keq de
8,89 + 0,01 min~') na atividade ATPésica da proteina EcRecA, enquanto para a proteina
HsRecA esta redugao foi de 43% (keqr de 16,49 & 0,11 min~!) (Figura (5.11) - Reagao 2).
Em condigoes similares a atividade ATPasica da DrRecA (k. de 4,81 4+ 0.33 min~1) foi
ainda menor que a de EcRecA e HsRecA.

A fim de investigar a competicaio HsRecA-SSB pela ligacao ao cssDNA, a ati-
vidade ATPasica dessa proteina foi realizada para diferentes concentracoes da proteina
SSB, os resultados para a velocidade maxima de hidrdlise em funcao da concentracao da
proteina SSB estdo mostrados na figura (5.12).

Figura 5.12: Velocidade maxima de atividade ATPasica da proteina HsRecA em diferentes concentragoes
da proteina SSB. As reagoes contendo 5 pM nt M13mpl8 cssDNA e 3 uM HsRecA, foram previamente
incubadas por 20 min a 37 °C, seguido da adi¢ao de 3uM ATP e diferentes concentragoes da proteina

SSB. Foi utilizado um polinémio de segunda ordem para indicar a tendéncia dos dados, essa representada
pela linha tracejada.

80
£ 70
T P
S 60 o8- $--..
E: 7 “
.2 504 r -7 ‘i-,\
2 40 - .
£ 40 Al
= 308
=
. 207
=
g
> 101
0 v r r v r
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

SSB [uM]

Fonte: O autor.

Observa-se pela figura (5.12) que a proteina SSB inibe a atividade ATPasica para
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concentragoes maiores que 0,35 uM SSB, e é incapaz de estimular para concentragoes

inferiores a 0,2 uM. A maxima velocidade da atividade ATPasica foi obtida para 0,35 +
0,07 uM SSB, indicando que nessa condicao a proteina HsRecA é capaz de deslocar a SSB
ligada ao cssDNA e formar continuos filamentos.

Neste trabalho também foi investigado o efeito do momento de adicao da proteina
SSB sobre a atividade ATPésicA da proteina HsRecA. A proteina SSB, cssDNA e ATP
foram incubados por 10 min a 37°C, permitindo a ligacao da proteina SSB ao cssDNA,
seguida da adi¢ao da proteina RecA (start). O perfil de atividade ATPésica é apresentado
para esta condi¢ao na Figura (5.13).
Figura 5.13: Perfil de ATPase quando a SSB é adicionada antes da HsRecA ou EcRecA. Na reagdo 5

uM nt M13mp18 cssDNA, 3 uM ATP e 0,35 uM SSB foram previamente incubados por 10 min a 37 °C,
seguindo da adicdo de EcRecA ou HsRecA (tempo ¢ = 0)
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Fonte: O autor.

Como observado na figura (5.13), a proteina EcRecA apresenta uma baixa ativi-
dade ATPésica inicial, seguido de um gradual acréscimo, indicando um lento deslocamento
da proteina SSB ligada ao cssDNA, em concordancia com resultados encontrados na li-

teratura (KOWALCZYKOWSKI et al., 1987; UMEZU; KOLODNER, 1994; SHEREDA
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et al., 2008). Entretanto, observa-se que proteina HsRecA mostrou-se eficiente em trans-

passar a barreira oferecida pela proteina SSB para a nucleacao, mostrando significante
atividade ATPéasica em tempos inferiores a 30 minutos de monitoramento. Esse resultado
sugere que a proteina HsRecA desloca efetivamente a proteina SSB ligada anteriormente
ao cssDNA. A alta taxa de atividade ATPéasica observada apés de 15 minutos também su-
gere a formacao de continuos filamentos da proteina HsRecA sobre o cssDNA. A proteina
HsRecA apresentou um ke, de 24,66 £ 1,45 min~!, quase o mesmo valor determinado
no ensaio anterior onde a proteina SSB foi adicionada apds a incubacao DNA-+HsRecA.
Em comparacao a proteina EcRecA nao conseguiu atingir o mesmo nivel de atividade
ATPésica durante os 80 min de monitoramento.

A proteina SSB mostrou-se importante nos processos de reparo de DNA por que
estimula a primeira fase, que é a pré-sinaptica polimerizacao da RecA sobre o ssDNA, e a
ultima fase, que é a reagao de trocas de fitas (RADDING et al., 1983). Esta a¢ao da pro-
teina SSB sobre o mecanismo de reparo tém se mostrado idéntico em sistemas homologos
e heterdlogos, ou seja, mesmo utilizando uma proteina SSB de um organismo diferente,
o efeito de estimulo sobre a formagdo dos filamentos de RecA néo se altera (STEFFEN;
BRYANT, 2000; KIM et al., 2002; STOHL et al., 2011). Estudos anteriores mostra-
tam que algumas mutagoes na proteina EcRecA (recA730 (E38K) (WANG; CHANG;
HUNG, 1993), recA803 (V37M) (MADIRAJU; TEMPLIN; CLARK, 1988), recA2020
(T1211) (WANG; SMITH, 1986) e recA441 (E38K/1298V) (THOMAS; LLOYD, 1983;
VOLKERT; MARGOSSIAN; CLARK, 1984; WANG; CHANG; HUNG, 1993)) confere
a EcRecA a mesma habilidade de transpassar a barreira oferecida para a nucleacao ob-
servada na proteina HsRecA selvagem. Na proteina HsRecA esses residuos mostram-se
conservados, exceto pela V37 e E38, nos quais correspondem a 144 e Q45, respectivamente.

Similar a proteina EcRecA, a HsRecA possui um C-terminal que é predominante-
mente negativamente carregado (4 acido glutamico e uma lisina), sobre 16 amino residuos
da porcao C-terminal. A concentragao de residuos negativos no C-terminal da EcRecA
¢ ainda maior (7 de um total de 17 residuos, com nenhum positivamente carregado). A

eliminacao do C-terminal da EcRecA também resulta em proteina que desloca rapida-
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mente a SSB ligada ao DNA (EGGLER; LUSETTT; COX, 2003). Analisando estes fatos

observa-se que a interagao entre o dominio C-terminal da proteina RecA (nao estruturado
em todas as proteinas RecA, incluindo a HsRecA que sera apresentada posteriormente) e
a superficie na regiao do residuo E38 pode mascarar a superficie requerida para deslocar
rapidamente a SSB. Ainda, o decréscimo de carga negativa da proteina HsRecA, acoplado
com as substituicoes 44 and 45, acima citadas, talvez diminuam o efeito mascara da regiao
C-terminal e permita o rapido deslocamento da SSB observado nos ensaios de atividade

ATPasica.

5.6 Visualizacao dos filamentos por Microscopia Ele-
tronica

A microscopia eletronica foi utilizada para determinar as caracteristicas dos fi-
lamentos formados pelas proteinas EcRecA e HsRecA sobre o cssDNA M13mpl8, na
auséncia da proteina SSB, painéis A e B da figura (5.14), e quando a SSB foi adicionada
depois da pré-incubacao RecA-cssDNA, painéis C e D. Essas duas condicoes sao similares

aquelas exploradas por meio da atividade ATPésica.
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Figura 5.14: Imagens de microscopia eletronica dos filamentos das proteinas EcRecA e HsRecA na au-
séncia e presenga da proteina SSB. Em (a) filamentos de EcRecA-cssDNA na auséncia da proteina SSB,
(b) filamentos de HsRecA-cssDNA na auséncia da proteina SSB, (C) filamentos de EcRecA-cssDNA na
presenca da proteina EcSSB adicionada ap6s 20 min, (d) filamentos de HsRecA-cssDNA na presenca da
proteina EcSSB adicionada apés 20 min. O sistema de reacdo contendo 6,7 uM HsRecA ou EcRecA e 20
1M cssDNA M13mp18 foi incubado a 37°C por 20 min, e entdo 2 uM SSB foi adicionada ou ndo. Apds
10 min, os filamentos foram estabilizados com a adi¢ao de 3 uM ATP~S, seguido de incubagdo por 3 min
e depositados no grind de Alcian.
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Fonte: O autor.

Na auséncia da proteina SSB, a proteina EcRecA forma pequenos filamentos
circulares, com algumas regioes de descontinuidades. Por outro lado, a proteina HsRecA
forma filamentos mais abertos e com menos descontinuidades. A adicao da proteina
SSB apés a pré-incubacao RecA-cssDNA, elimina as diferencas nas caracteristicas fisicas
detectaveis entre os filamentos, o que torna ambos os filamentos regulares, grandes e
completos. Os longos filamentos formados pela proteina HsRecA na auséncia da proteina

SSB indica uma capacidade melhorada de extender os filamentos sobre regioes de estrutura
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secundaria do ssDNA. Importante notar que nestas imagens, somente os filamentos da

RecA sao visiveis. O ssDNA nao é visivel a menos que a SSB esteja ligada, dando a essas
regioes uma aparéncia de pontos aglomerados.

As impressoes observadas a partir desse primeiro levantamento visual do grinds
na ME foi confirmada pela medida do comprimento dos filamentos. O comprimento de
dez filamentos da EcRecA e HsRecA-cssDNA foram determinados na auséncia e presenca
da SSB. Na presenca da SSB, as proteinas HsRecA e EcRecA exibiu comprimentos de
filamentos indistinguiveis. Entretanto, se a proteina SSB estd ausente a reducdo nos
comprimentos dos filamentos foram de 46.39 % e 20.37% para a EcRecA e HsRecA,
respectivamente. Os filamentos HsRecA-cssDNA mostraram serem mais longos do que os
de EcRecA-cssDNA| esses resultados podem sao apresentados no grafico da figura (5.15).
Figura 5.15: Comprimento médio de 10 filamentos das proteinas EcRecA e HsRecA sobre o cssDNA

M13mpl8, na presenca e auséncia da proteina SSB. As letras acima de cada barra se referem aos painéis
A-D da figura (5.14).
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Fonte: O autor.

Uma medida indireta pode ser realizada para determinar o tamanho do passo

helicoidal do filamento a partir dos dados de ME, na condicao dos painéis C e D da
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figura (5.14), a proteina RecA supostamente ocupa todos os sitios de ligagdo sobre o

cssDNA M13mpl8, e pode ser considerada como o estado ativo da proteina. O cssDNA
M13mp18 possui 7249 pb, dividindo o tamanho total do filamento pelos 7249 ph, teriamos
aproximadamente 0,512 nm/pb para a proteina HsRecA, vezes os 18 pares de base do
hexamero o tamanho do passo helicoidal seria de 92,2 A, similar aos 91,3 A determinados

pelos dados de DRX.

5.7 A Polimerizacao da Proteina RecA no Cristal

Embora a estrutura da proteina EcRecA tenha fornecido informacoes importantes
no que diz respeito as suas funcoes no sistema de reparo de DNA, proteinas de diferentes
organismos que exercem fungoes semelhantes a da RecA foram caracterizadas funcional-
mente e estruturalmente. Essas proteinas similares a RecA também formam filamentos
ao redor do DNA, catalisam a reacao de trocas de fitas de DNA e utilizam a energia
proveniente da hidrolise do ATP como fonte de energia.

A proteina RecA nao é um caso isolado, mas ela faz parte de uma familia de
proteinas encontradas nos trés dominios da vida. O core ATPasico presente no dominio
central, esta altamente conservado na RecA bacteriana e em proteinas homologas a RecA,
incluindo a proteina RadA de Arquea e a proteinas Rad51 e Dmcl de Eucariotos, bem
como outras similaridades funcionais e estruturais (CHEN et al., 2007; WU et al., 2004;
KINEBUCHI et al., 2004; OKOROKOYV et al., 2010; SANDLER et al., 1996; CHANG et
al., 2009).

Na busca por outras similaridades funcionais e estruturais, proteinas RecA de
bactéria e proteinas membros da familia RecA (RadA, Dmcl e Rad51), foram alinhadas
utilizando suas estruturas primaéria e terciaria, a fim de comparar regidoes em comum. O
alinhamento esta mostrado na figura (5.16).

Todas as sequéncias das proteinas alinhadas na figura (5.16) desempenham um
papel no sistema de reparo a danos no DNA. No alinhamento parte do N-terminal foi

removido para melhor visualizacao, dando prioridade as sequéncias de bactéria. Motivos
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funcionais estao indicados acima de suas correspondentes sequéncias de aminoécidos: N-

MP e core-MP, N-terminal e core motivos de polimerizacao, respectivamente, estes serao
melhores discutidos abaixo. Os motivos de ligacao do ATP Walker A e B, os loops de
ligacao do DNA L; e L, também estao indicados acima das respectivas sequéncias de
aminoacidos. A posicao de inicio e término dos dominios N-terminal, core ATPasico e do
C-terminal estao indicados acima das sequéncias. A estrutura secundaria das proteinas

HsRecA e HsDmcl estao indicadas acima e abaixo, respectivamente.
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Figura 5.16: Alinhamento sequencial e estrutual das proteinas de RecA de H. seropedicae (HsRecA),
E. coli (EcRecA), M. tuberculosis (MtRecA), M. smegmatis (MsRecA), D. radiodurans (DrRecA),
gonorrhoeae (NgRecA), P. aeruginosa (PaRecA), e da familia RecA de M. gonorrhoeae (MvRadA),

furiosus (RadA), H. sapiens (HsRad51), P. furiosus (Rad51), S. cerevisiae (ScRad51 e Dmcl).
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As regides responsaveis pela polimerizagao foram primeiramente identificadas nas

proteinas RadA /Rad51/Deml (CHEN et al., 2007; WU et al., 2004; LEE; WANG, 2009;
WANG; CHEN; WANG, 2008; DU; LUO, 2012). Elas compreendem residuos nos dominios
N-terminal (figura (5.16), regido N-MP) e no core ATPésico (figura (5.16), regidao Core-
MP). A estrutura tridimensional de diversas proteinas da familia RecA revelou que a
regiao N-MP é um motivo de polimerizacao, que consiste de uma pequena fita 8 que esta
imediatamente precedente ao core ATPasico e possui residuos hidrofobicos conservados.

Utilizando o alinhamento e a estrutura tridimensional das proteinas RecAs de
E. coli (pdb:3cmu, Ixms, 1u98 e lxmv), D. radiodurans (pdb:1xp8), M. smegmatis
(pdb:lube, 1ubf e lubg), M. tuberculosis (pdb:1mo3, 1mo5, 1mo6 e 1gl8) e a estrutura
da proteina HsRecA, observou-se que em bactérias este motivo de polimeriza¢ao (N-MP)
consiste de uma sequéncia (Serina, Valina ou Isoleucina, Metionina, Arginina ou Lisina,
Leucina, Glicina; residuos 25-30 na sequéncia da EcRecA, depois de eliminar a Metionina
do N-terminal, e residuos 30-35 na sequéncia da HsRecA). Esta sequéncia interage com
outra fita § do core ATPésico (Core-MP) do adjacente monoémero em outra conservada
sequéncia (Aspartato, Asparagina, Leucina, Leucina, Leucina, Valina, Cisteina, Serina;
residuos 113-118 e 118-123 nas sequéncias da EcRecA e HsRecA | respectivamente).

No motivo N-MP, a hidrofébica e conservada fenilalanina encontrada nas protei-
nas RadA, Rad51 e Dmcl esté substituida por outro residuo hidrofébico, valina ou isoleu-
cina, nas estruturas da proteina RecA. Contudo, nenhuma dessas substituicoes afetam as
ligagoes de hidrogénio com os residuos do Core-MP. A conservada Metionina encontrada
no N-MP de bactérias, talvez possua uma importante fungao na ligagao/reconhecimento
da fita 8 hidrofébica do motivo de polimerizacao presente no core ATPasico, promovendo
a polimerizacao dos filamentos da proteina RecA sobre o DNA substrato. Ainda, ob-
servando as estruturas das proteinas RecA inativas, a pequena fita 8 do N-MP assume
a conformac¢ao de um motivo em loop, chamado de S-loop, figura (5.15a); este motivo
também é observado na estrutura da proteina HsRecA. Ja na estrutura do filamento
pré-sinaptico EcRecA-ssDNA este motivo permanece como uma conformacao de fita (3,

como encontrado na familia das proteinas RecA, figura (5.15b) e este motivo é uma fita
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antiparalela com respeito ao segundo motivo no filamento pré-sindptico EcRecA-ssDNA.

Figura 5.17: Superposi¢ao da estrutura monomérica da proteina EcRecA inativa e pré-sindptica sobre a
inativa da proteina HsRecA. As proteinas EcRecA e HsRecA estdo coloridas em tons de cinza e ciano,
respectivamente. (a) Superposicdo da estrutura monomérica inativa da proteina EcRecA (pdb:1xmv)
sobre a proteina HsRecA. Na estrutura da EcRecA o ion Mg?t interage com o N-MP, e na estrutura
da proteina HsRecA o fon Ca?* interage com Core-MP. (b) Superposicio da estrutura monomérica pré-
sinaptica da proteina EcRecA (pdb:3cmu:A) sobre a proteina HsRecA. O ADP, ATP e ADP-AlF} e os
ions Mg>t e Ca®T, o ssDNA ligado nas estruturas foram removidos para melhor clareza.
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Fonte: O autor.

O fon Ca** no core-MP da proteina HsRecA esté coordenado pelos residuos As-
paragina 119 (Ans119) e Aspartato 120 (Asp120), e o fon Mg*" na estrutura da proteina
EcRecA esta coordenado pelos residuos Glutamina 18 (Glu18), Lisina 23 (Lys23) e Isoleu-
cina 26 (Ile26) (XING; BELL, 2004). Ambos sao fons divalentes e possivelmente possuem
um importante papel na polimerizacao e estabilidades dos filamentos de RecA como um
filamento de nucleoproteina helicoidal. Estudos anteriores mostraram que o excesso de
Mg** (relativo a quantidade de ATP disponivel) ajuda a produzir a conformagao esten-
dida do filamento da proteina RecA, requerida para o pareamento e reacao de trocas
de fitas in vitro (LUSETTI; SHAW; COX, 2003). Outro ponto observado é que o resi-

duo Glutamato 36 (Glu36) da proteina HsRecA esta localizado na fronteira de interface
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mondmero-mondémero, posteriormente ao N-MP, esse talvez interaja com os fons em ex-

cesso, pois apresenta carga negativa em pH fisiologico, e também com outros residuos
proximos, possivelmente aumentando a interagdo de superficie subunidade-subunidade.

Para tentar entender as interagoes monomero-monomero, foi reconstruida a su-
perficie da proteina HsRecA com base no seu potencial eletrostatico. Devido a porcao
C-terminal de cada mondmero, exposta externamente do filamento e a regiao de solvente,
existe uma regiao relativamente grande carregada negativamente na superficie externa do
filamento da proteina HsRecA. Também existe uma visivel diferenca de cargas positivas e
negativas entre a regiao interna e externa do filamento, figura (5.16a). Observa-se que o
filamento da proteina HsRecA possui um aumento de carga positiva dentro do filamento,
que é consistente com o fato do ssDNA ligar-se na parte interna desse. Especula-se que a
alta capacidade da proteina HsRecA ligar-se a estrutura secundaria do ssDNA observada
nos ensaios de atividade ATPaésica decorre em partes da natureza eletrostatica interna do
seu filamento.

Importantes dominios que afetam a polimerizacao do filamento estao ordenados
a longo do eixo do filamento, observa-se que ha uma mudanca de polaridade de negativo
para positivo relativo a dire¢ao 3’ e 5’ de ligacao ao ssDNA no filamento (comparar figuras
(5.16b e 5.16¢). Especula-se que as interacoes eletrostaticas facilitariam a polimerizagao
do filamento, apds os mondmeros seriam estabilizados por interacoes hidrofébicas entre o

N-PM de um monémero e o core-MP do subsequente monoémero.
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Figura 5.18: Distribuigdo de potencial eletrostatico de superficie da proteina HsRecA. (a) visdo lateral
de dois subsequentes hexameros. (b) e (c) observacao nas diregoes 5 e 3, relativo a dire¢do axial do
filamento, respectivamente. Os niveis de carga na representacdo do potencial eletrostitico de superficie
variam de —3kT'/e (vermelho) para +3kT'/e (azul).

Observagio da diregio axial 5'

Fonte: O autor.
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Os motivos de polimerizacao do monoémero da proteina HsRecA mostrou-se pos-

suir cargas opostas na superficie, sendo que o N-PM possui carga positiva e o core-PM
carga negativa, figuras (5.17a e 5.17b), respectivamente, esse resultado corrobora com a
suposicao que interagoes eletrostaticas facilitariam a polimerizacao do filamento, aliado a
geometria da regiao de interagao ser do tipo chave-fechadura.

Figura 5.19: Distribuicao de potencial eletrostatico na regiao dos motivos de polimerizacao N-MP e core-

MP para a proteina HsRecA. Os niveis de carga na representagdo do potencial eletrostatico de superficie
variam de —3kT /e (vermelho) para +3kT /e (azul).
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Fonte: O autor.
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5.8 Passo helicoidal Hexamérico

Na estrutura do cristal os monoémeros da proteina HsRecA empacotam-se em um
filamento helicoidal, devido a simetria cristalografica de ordem 61 forma-se um hexamero
que possui passo helicoidal de 91,3 A (eixo-c) na estrutura cristalina. A unidade biolo-
gica da proteina RecA formada em solucao também apresenta-se na forma predominante
de hexameros, logo o hexamero do cristal possui informacoes importantes a respeito da
forma funcional da proteina RecA. A figura (5.20) mostra dois consecutivos hexameros
reconstruidos com o modelo cristalografico da figura (5.4) para a proteina HsRecA.

Figura 5.20: Dois consecutivos hexdmeros do cristal da proteina HsRecA. Na figura é mostrado o passo
helicoidal do hexamero.

Fonte: O autor.
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O valor do passo helicoidal de 91,3 A para o hexamero da HsRecA do cristal,

e 92,2 A via ME, esta na faixa de valores de 90-100 A determinados para os filamentos
da proteina EcRecA, na sua conformacao estendida, na presenca de DNA, ATP~S ou
ATP (EGELMAN; STASTIAK, 1986). Nas estruturas com conformagdo comprimida o
passo helicoidal varia de 65-85 A, sendo formado pela RecA sozinha, ligada ao ADP,
tanto na auséncia de DNA ou ligada ao ssDNA ou dsDNA (STORY; STEITZ, 1992;
GALLETTO et al., 2006; RAJAN; BELL, 2004; DATTA et al., 2003; CHANDRAN
et al., 2015; ELLOUZE et al., 1995). No entanto o complexo HsRecA-ADP/ATP do
cristal forma um filamento que possui caracteristica de uma forma estendida da proteina
RecA. Nos estudos anteriores de Egelman e Stasiak (1986) constatou-se que quando a
RecA encontra-se ligada ao ATP (conformacao ativa) existe uma re-orientacao de todo
o dominio ATP4sico, e o sitio ATPasico move-se para a interface entre os monoémeros.
Entretanto, na presenca de ADP (conformacao inativa) o sitio ATPésico fica exposto a
regiao de solvente. Essas observagoes também foram verificadas na estrutura da EcRecA
em complexo do ssDNA e dsDNA (CHEN; YANG; PAVLETICH, 2008).

O empacotamento estrutural apresentado na figura (5.20) é o mesmo observado
no estado inativo, porém apresenta um excepcional passo alongado. Algumas hipoteses
foram levantadas a respeito do comportamento observado. Estudos anteriores mostraram
que alta concentracao de sal induz a hidrolise de ATP da proteina RecA e facilitaria a
cristalizagao da conformagao estendida na auséncia de ssDNA (HEWAT; RUIGROK; DI-
CAPUA, 1991; CAPUA et al., 1992; PUGH; COX, 1988a). Curiosamente, polietileno
glicol (PEG) de varios tamanhos também aumentaram a atividade ATPéasica da proteina
RadA de M. voltae na auséncia de DNA (WU et al., 2004). Baseado nestes fatos, é plau-
sivel de sugerir que a alta concentracao de sal e PEG utilizada no solucao de cristalizacao
(0,25 M CaCly, 14 % w/v PEG 3350 and 8 % w/v PPG 400) poderia explicar a crista-
lizacdo da proteina HsRecA na forma de um filamento estendido, mesmo na auséncia de

DNA.
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Capitulo 6

Conclusao e Trabalhos Futuros

A estrutura tridimensional da proteina HsRecA, resolvida numa resolugao de 1,7
A, ¢ formada por um pequeno dominio N-terminal, um dominio central contendo um
sitio ATPésico e um grande dominio C-terminal. No cristal, a proteina HsRecA forma
um filamento helicoidal dextrogiro. A interacao entre monémero-monémero no filamento
ocorre por meio de dois motivos hidrofobicos, localizados na regiao N-terminal (N-MP)
e no core ATPésico (core-MP). Interacoes eletrostaticas entre os hexameros facilitam a
polimerizacao, posteriormente as interacoes hidrofobicas entre o N-MP e o core-MP es-
tabilizam o filamento. Ions divalentes como Ca*t e Mg**, ligados ao core-MP e N-MP,
assumem posicoes ocupadas por residuos, favorecem a polimerizacao por meio da esta-
bilizacao das interacoes entre subunidade-subunidade. O hexamero da proteina HsRecA
determinada neste trabalho possui excepcional passo helicoidal estendido, caracteristico
da forma funcional dessa proteina.

A proteina HsRecA polimeriza-se espontaneamente sobre o ssDNA na presenca
de ATP e ATP~S e apresenta a atividade ATPéasica dependente de ssDNA 10% superior a
EcRecA; A proteina HsRecA apresenta um k. de 28,91 4 0,11 min~! enquanto EcRecA
apresenta um ke, de 25,63 + 0,10 min~'. A atividade de trocas de fitas também mostrou-
se ser maior para a proteina HsRecA comparada a EcRecA.

Se a proteina SSB é adicionada ap6s a proteina HsRecA no sistema, a proteina

SSB facilita a polimerizacao da HsRecA e quando é adicionada antes, ndo é observado o
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bloqueio da polimerizacao, como ocorre nas demais proteinas RecA homologas caracteri-

zadas. A dinamica de formacao dos filamentos também revelou que a proteina HsRecA
acessa de forma mais aficiente a estrutura secundéaria do DNA, e é menos dependente da
proteina regulatéria SSB para polimeriza-se sobre ssDNA que a EcRecA.

Segundo a literatura, a polimerizacao e dissociagao da proteina RecA do DNA ¢é
regulada por diversas outras proteinas. Os resultados encontrados neste trabalho sugerem
que a proteina SSB pode controlar a polimerizacdo da proteina RecA sobre o DNA de
uma forma nao especifica e independente da espécie.

Proteinas RecA de bactérias sao dependentes das proteinas RecO e RecR para
deslocar a SSB do DNA, mas a proteina HsRecA parece exigir menos assisténcia. As
proteinas SSB, RecO e RecR de H. seropedicae podem possuir uma nova fungao nos
processos de reparo de DNA dessa bactéria, que ainda nao foram explorados.

Para trabalhos futuros experimentos envolvendo a caracterizacao estrutural e fun-
cional das proteinas SSB, RecO e RecR de H. seropedicae precisam ser realizados, a fim
investigar os mecanismos de atuacao dessas proteinas na dinamica de polimerizacao e

estabilidades dos filamentos da proteina HsRecA.
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