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Resumo

MICHELETTO, M. C. Clorocatecol 1,2-dioxigenase e Proteina Ligante de Acil-CoA:
caracterizacdo estrutural e interacdes com ligantes. 2016. 126p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade Filosofia Ciécias e Letras de Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

Neste trabalho foi utilizado um esquema multi-técnicas para estudar a base de interacGes
moleculares protagonizadas por duas proteinas que possuem funcées biolégicas completamente
distintas. A primeira delas, clorocatecol 1,2-dioxigenase (Pp 1,2-CCD), tem um apelo
biotecnoldgico para area ambiental devido a sua capacidade de catalisar a degradacdo do composto
clorocatecol, um intermediario comum no final da decomposicdo de diversos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. Essa caracteristica pode promover a descontaminacdo de solos e aguas
poluidos revelando um grande potencial para aplicacfes em mecanismos de biorremediacdo. Além
disso, a presenca de moléculas anfipaticas junto a interface de ligacdo dos monémeros da CCD
levantou a questdo em relacdo a capacidade dessa familia de enzimas de se ligar a membranas
bioldgicas. Esse tipo de informacdo amplia o conhecimento acerca de mecanismos basicos de acéo
da enzima, aumentando a possibilidade de parceiros de interagdo, podendo levar a outras formas
de controle da atividade bioldgica para uso em aplicacdes biotecnoldgicas como desenvolvimento
de biossensores. O estudo dessa enzima esta, portanto, voltado para a compreensdo de suas
interacdes com miméticos de membrana e a tentativas de imobilizacdo da proteina nestas estruturas.
Para isto, fazemos uso de técnicas biofisicas como dicroismo circular, caloria diferencial de
varredura e espectroscopias opticas, e biomoleculares como desenvolvimento de oligonucleotideos,
reacOes de cadeia polimerase e analise de restricdo. A outra vertente desta dissertacdo, tem como
foco de estudo a proteina ligante de acil-CoA de Cryptococcus neoformans (CnACBP) clonada
pela primeira vez em nosso laboratério. Homologos de ACBP foram encontrados em todos os
organismos distribuidos nos quatro reinos eucariotos, com alta similaridade sequencial (~48%). A
sua presenca ao longo dos reinos e seu envolvimento em diversos mecanismos metabélicos
essenciais relacionados ao éster acil-CoA levaram a conclusao de que se trata de uma housekeeping
protein, e ndo uma proteina especifica, confinada a um tipo especializado de célula. Este trabalho
traz uma caracterizacdo inicial da CnACBP que busca esclarecer questdes ainda em aberto e
também aprofundar o conhecimento ainda muito vago de como cargas e a presenca do ligante
podem influenciar estrutura, estabilidade e funcdo através de técnicas termodinamicas e
espectroscopicas antes de um aprofundamento de seu papel no interior da célula e interagcbes com
outras proteinas.

Plavras Chave: clorocatecol 1,2-dioxigenase, biorremediacdo, membranas biologicas, proteina
ligante de acil-CoA, Cryptococcus neoformans.



Abstract

MICHELETTO, M. C. Clorocatecol 1,2-dioxigenase e Proteina Ligante de Acil-CoA:
caracterizacdo estrutural e interacdes com ligantes. 2016. 126p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade Filosofia Ciécias e Letras de Ribeiréo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2016.

In this study, we used a multi technique approach to understand the basic molecular interactions of
two proteins that have quite different biological functions. The first, chlorocatechol 1,2-
dioxygenase (Pp 1,2-CCD), has an environmental appeal due to it ability to catalyze the degradation
of chlorocatechol, a common intermediate in the end of the decomposition of many polycyclic
aromatic hydrocarbons. This characteristic of decontaminating polluted soils and waters suggest a
great potential for applications in bioremediation mechanisms. Moreover, the presence of
amphipathic molecules at the interface of the CCD monomers raised issues related to the ability of
this enzyme family of binding to biological membranes. Such information broadens the knowledge
of the basic mechanisms of enzyme action, increasing the possibility of interaction partners and
may lead to other forms of control of the biological activity for use in biotechnological applications,
such as biosensors development. The study of this enzyme is therefore, aimed at understanding
their interactions with mimetic membrane and immobilization attempts of the protein in these
structures. For this purpose, we make use of biophysical techniques such as circular dichroism,
differential scanning calorimetry and optical spectroscopies and biomolecular techniques, such as
development of primers, polymerase chain reaction and restriction analysis. The other aspect of
this dissertation is focused on the study of acyl-CoA binding protein of Cryptococcus neoformans
(CnACBP) cloned for first time in our laboratory. Homologues of ACBP were found in all
organisms distributed in the four kingdoms of eukaryotes, with high sequence similarity (~ 48%).
Its widespread presence and their involvement in several key metabolic pathways related to the
acyl-CoA ester led to the conclusion that ACBP is a housekeeping protein and not a specific protein
contained a specialized cell type. Here we present an initial characterization of CnACBP that seeks
to relevant issues regarding the protein’s function. Our goal was to increase the still vague
knowledge on how electrical charges and the presence of the binding partner may influence the
structure, stability and function through thermodynamic and spectroscopic techniques. This is an
initial step toward the full understanding of the role of protein in the cell.

Keywords: chlorocatechol 1,2-dioxygenase, bioremediation, biological membranes, acyl-CoA
binding protein, Cryptococcus neoformans.
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1 Introducéo

A decomposicdo térmica incompleta de moléculas organicas em altas temperaturas (500—
800 °C), ou a sua exposicao a temperaturas relativamente menores (100-300 °C) por um intervalo
de tempo prolongado, resulta na producdo de compostos aromaticos com dois ou mais anéis de
benzeno condensados (Figura 1). Tais compostos sdo chamados hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHSs), que podem também ter alguns atomos de hidrogénio substituidos por
halogénios, normalmente cloro ou bromo [1,2]. O acimulo de PAHs no meio ambiente deve-se
ndo somente a sua formacéo natural, como no caso de incéndios em pastos e florestas, atividades
vulcanicas e secrecdo de plantas, mas principalmente a atividades antropogénicas como queima de
combustiveis fdsseis, alcatrdo de carvao, incineracdo de residuos sélidos e vazamentos de petroleo
[3,4]. A contaminacdo ambiental por PAHSs esta, geralmente, relacionada a atividade industrial e

seu uso como solventes, herbicidas, inseticidas fungicidas e plastificantes [3,5].
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Figura 1: Estruturas quimicas de alguns hidrocarbonetos aromaticos policilicos. Fonte:
https://lookfordiagnosis.com.
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Os compostos PAHs ndo séo facilmente degradados em condigdes naturais. O aumento da
massa molecular dos PAHs contribui para o aumento de seu carater apolar, levando a uma
diminuicdo gradativa da sua solubilidade em agua e também a alteracbes nas propriedades
coligativas da solucdo. PAHs também sdo moléculas naturalmente recalcitrantes, o que leva a sua
classificagdo como poluentes organicos persistentes (POPs) [1,2,6]. Estdo presentes no ar, na &gua
e no solo, sendo, no solo, 0 aumento mais elevado de sua concentracdo devido ao processo de
sedimentagéo [3,7]. Em ambientes contaminados, afetam a fauna e a flora, acumulando-se ao longo
da cadeia alimentar [8]. Por se tratarem de substancias lipossoltveis, podem ser absorvidos pela
pele, por via oral ou inalagdo quando em contato com organismos vivos, depositando-se no tecido
adiposo e afetando os sistemas reprodutivo, imunolégico e endécrino [9,10]. Estudos também

mostraram que apresentam atividade carcinogénica [11].

A biorremediacdo é uma técnica baseada no uso de organismos vivos ou suas enzimas para
reduzir ou eliminar produtos quimicos toxicos ou outros residuos perigosos, que se mostrou
eficiente na remogéo de PAHSs, transformando-os em substancias inertes: CO e gua [2]. Porém, a
recalcitrancia dos PAHSs a biodegradacdo também aumenta com a sua massa molecular [3]. Dentre
0s microrganismos capazes de degradar desde compostos aromaticos mais simples como naftaleno,
a compostos como benzo(a)pireno (Figura 1), estdo as bactérias do género Pseudomonas, que
contribuem também na detoxificacdo por metais pesados acumulando-0s no interior das células

[3,12].

Pseudomonas spp sdo bactérias aer6bicas gram-negativas capazes de crescer em meio a
uma ampla variedade de substratos organicos, encontrada no solo e na agua, onde desempenham
papéis importantes em processos como decomposicdo, biodegradacdo e ciclo do carbono e

nitrogénio [13]. A sua capacidade de biorremediagdo esta relacionada a enzimas que transformam
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as complexas moléculas de PAHs em compostos intermediarios comuns de suas rotas metabdlicas
para serem usados como uma extensa fonte de carbono e energia [14]. O funil metabdlico de
degradacéo dos PAHs se inicia com a oxidacao de um dos anéis benzénicos por sistema de enzimas
oxigenases, através da incorporacdo do oxigénio atmosférico, levando a formacdo de compostos
cis-diidrodiois. A oxidacao do anel inicial é, geralmente, o passo limitante da velocidade da reacdo
de degradacdo dos PAHs. Em seguida, os cis-diidrodidis sdo rearomatizados por cis-diidrodiol
deidrogenases para formar derivados de diidroxilato. As oxidagdes subsequentes levam a formacgéo

do intermediério comum, o catecol, ou seus derivados halogenados [3,13]

Os compostos de catecol podem sofrer clivagem extradiol pelas enzimas catecol 2,3-
dioxigenases, que se classificam como extradiol proximal quando for rompida a ligacdo entre os
carbonos 2 e 3, ou extradiol distal quando a ruptura acontecer entre os carbonos 1 e 6. Além disto,
0s compostos ainda podem sofrer clivagem intradiol, entre os carbonos 1 e 2, onde estdo ligados
os grupos hidroxilas, pelas enzimas catecol 1,2-dioxigenases (Figura 2) [15,16]. Estas enzimas
catalisam a clivagem do anel aromatico através da adicdo de dois atomos de oxigénio em seu
substrato [17]. A clivagem intradiol tem como produto o acido cis,cis-muc6nico que quando
hidrogenado resulta no acido adipico, um importante composto industrial utilizado, por exemplo,
na producao de nylon-6,6 livre de benzeno [18,19]. A enzima responsavel pela fissdo do anel
aromatico do catecol ocupa um papel crucial nos processos de biorremediacdo e da producédo

sustentavel de acido adipico e é o foco de estudo deste trabalho.
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Figura 2: Modelo de clivagem intradiol (a) e extradiol (b) do substrato catecol por enzimas dioxigenases. Fonte:
Adaptada da referéncia 20.

A enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomona putida (Pp 1,2-CCD) possui
tolerancia a uma maior diversidade de substratos que outras dioxigenases como as catecol 1,2-
dioxigenase e protocatecuato 3,4-dioxigenase [21]. Além do proprio catecol, ela é capaz de clivar
substratos halogenados e dialogenados tais como 3-clorocatecol, 4-clorocatecol, 4-fluorcatecol,
3,5-diclorocatecol, 3,5-dibromocatecol, tetraclorocatecol, protocatecuato, 3-metilcatecol, 4-
metilcatecol, 3-metoxicatecol e 4-nitrocatecol [21]. Uma explicacdo para isso seria que o sitio de
ligacdo da clorocatecol 1,2-dioxigenase apresenta caracteristicas estéricas e eletrbnicas
compativeis com a acomodacdo do atomo de cloro do substrato, podendo sofrer alguns ajustes para
acomodar outros substituintes hidrofébicos como o grupo metil do metilcatecol. Nas enzimas
catecol 1,2-dioxigenases, o sitio ativo seria mais compacto por néo estar seletivamente adaptado a

ligacdo de CI, se tornando inacessivel a substratos maiores [21,22].

A estrutura da Pp 1,2-CCD (Figura 3) foi resolvida por Rustiguel e colaboradores [2].
Como em outros membros da mesma familia, a sua unidade funcional € homodimérica e seu arranjo
tem a forma de um boomerang, podendo ser dividida em trés dominios: dois dominios cataliticos,
que se encontram nas extremidades da estrutura, e um dominio helicoidal, ou de ligacao, localizado

no centro da molécula [2]. No centro deste dominio helicoidal, entre as duas subunidades do
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dimero, existe um tanel hidrofébico que atravessa a estrutura de uma face a outra e onde se encontra
ligada uma molécula de fosfolipidio, provavelmente um fosfatidilinositol (PI) [2,23]. Resultados
de nosso grupo ja demonstraram que a presenca dessa molécula exerce um controle alostérico sobre
a atividade enzimética da proteina, diminuindo sua afinidade pelo substrato e aumentando a
velocidade inicial m&xima da reacdo [24]. O nucleo de cada dominio catalitico contém duas folhas-
B que se arranjam formando uma estrutura do tipo sanduiche . O sitio ativo, composto de varias
estruturas do tipo random coil, esta localizado entre a estrutura do tipo sanduiche B ¢ o dominio
helicoidal, além de possuir um jon Fe** coordenado por quatro residuos: Tyr130, Tyr164, His188
e His 190 em uma geometria do tipo bipiramidal trigonal (Figura 4) [2]. Dois mecanismos ja foram
propostos para a migracdo de elétrons que causam a quebra do anel de catecol [25,26]. Em ambos,
o Fe®* reage diretamente com a molécula de oxigénio formando um peréxido intermediario que por
diferentes vias resulta num anidrido. Durante esse processo, o ion Fe altera seu estado de valéncia
de 3+ para 2+ [15] e, ao final da reacdo, o anidrido sera hidrolisado para gerar o &cido cis,cis-

muconico.

No que diz respeito a cinética enzimética, nosso grupo também ja demonstrou que Pp 1,2-
CCD néo se comporta segundo a cinética de Michaelis-Menten convencional [13]. Foi observado
um caso de inibi¢cdo competitiva, com o produto ligando-se no sitio catalitico da enzima. A inibicdo
pelo produto deve estar relacionada a mecanismos de homeostase da célula para evitar a toxicidade

associada a altas concentrag@es do acido cis,cis-muconico [13].
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Figura 3: Estrutura cristalografica da Pp 1,2 CCD (PDB: 3TH1), mostrando as duas subunidades que formam
o dimero funcional. As esferas rosas representam os fons Fe3* presentes nos sitios ativos. Na regido central de
hélices, estdo representadas as moléculas de fosfolipidios em vermelho. Fonte: Imagem adaptada da referéncia
217.

A presenca de moléculas anfipaticas junto a interface de ligacdo dos monémeros da CCD
levantou a questdo em relacdo a capacidade dessa familia de enzimas de se ligar a membranas
bioldgicas. Esse tipo de informacdo amplia o conhecimento acerca de mecanismos basicos de acdo
da enzima, aumentando a possibilidade de parceiros de interagcdo, podendo levar a outras formas
de controle da atividade bioldgica para uso potencial em aplica¢fes biotecnoldgicas no processo
de biorremediacdo. Estudos realizados previamente [13,27,28] ja sugeriram alguma interacao entre
o dominio de ligacdo, regido que abrange o tdnel hidrofébico, da Pp 1,2 CCD e miméticos de
membrana, porém, mesmo que esse seja um mecanismo de regulacdo, ndo € determinante para a
atividade catalitica nem € um mecanismo de adesdo no qual a proteina fica imobilizada na
membrana. No entanto, a imobilizacdo da proteina seria interessante para 0 seu uso em escala
industrial, permitindo o maior controle das condi¢bes ambientais. Enzimas livres em solucéo
apresentam uma menor estabilidade, enquanto técnicas de imobilizacdo sdo utilizadas para

aumentar atividade, estabilidade, especificidade, seletividade e diminuir a inibicdo [29]. A
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imobilizacdo também permite a reutilizacdo da enzima por um tempo maior e facilita a separacdo

de catalizador e produto [30].

Tyr
@\ H
N
Y,

0 T >His
| \\N

HO—Fe!!
LYo
\ Y @
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Figura 4: Sitio de ligagdo do Fe®** em uma estrutura bipiramidal trigonal. Fonte: Referéncia 20.

A imobilizacdo de enzimas tem sido um desafio na area de biotecnologia. Apesar de
permitir um maior controle da reacdo, o processo de imobilizagdo pode causar desnaturacdo ou
mudancas na estrutura que levam a perda da atividade enzimatica [30]. A utilizacdo de compostos
nanoestruturados como nanotubos de lipidios ou nanotubos de carbono tem a vantagem de oferecer
uma grande superficie de contato que permite interacdes hidrofdbicas ou eletrostaticas para melhor
estabilizacdo da enzima no suporte e, além disso, sdo materiais biocompativeis e com boa
resisténcia mecénica [30]. A compatibilidade da Pp 1,2-CCD com uma ampla variedade de
substratos € uma caracteristica conveniente no que diz respeito a aplicacdes em biorremediacao.
Por outro lado, aumentar a durabilidade da enzima e evitar a inibicdo por produto sao aspectos que

deveriam ser contornados na busca por um biosensor eficiente [30].

Nesta parte do trabalho, temos como interesse principal a producgéo da enzima Pp 1,2-CCD
modificada de tal forma que sua insercdo/imobilizagio em membranas ou outros suportes
nanoestruturados seja possivel. Este ¢ um estudo que explora a influéncia da adicdo de uma hélice
anfipatica no C-terminal da estrutura da Pp 1,2-CCD, sobre as propriedades estruturais cineticas e

capacidade de interagcdo com o suporte.
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2 Objetivos

Neste capitulo, utilizamos o protocolo ja otimizado para producéo heterdloga da proteina
Pp 1,2-CCD e sua purificacdo, com o objetivo de estender nossas investigacdes sobre as interagdes
desta proteina com modelos de membrana bioldgica e como essas interacdes interferem na catalise
enzimatica. Para tanto, faremos uso de uma variedade de técnicas experimentais disponiveis em
nosso grupo e em colaboracBes que ja foram utilizadas anteriormente para resolver problemas
similares, tais como dicroismo circular (CD), calorimetria diferencial de varredura (DSC),
espectroscopia de fluorescéncia do estado estacionario e espetroscopia de absorcdo Optica. Esse
estudo tem como finalidade a fixacdo da Pp 1,2-CCD nos miméticos de membrana para testar a
eficiéncia enzimatica quando imobilizada. Se atingido, esse feito tem como diferencial a
possibilidade de imobilizacdo da enzima em materiais nano estruturados, como nanotubos de
carbono e nanotubos de lipideos, afim de desenvolver dispositivos capazes de serem usados na

degradacdo de compostos aromaticos despejados no meio ambiente.
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3 Materiais e Métodos

3.1Planejamento da hélice anfipatica (H) no C-terminal da CCD

3.1.1 Planejamento da sequéncia génica do peptideo H

Foi planejado uma sequéncia peptidica para ser anexada ao C-terminal da enzima Pp 1,2-
CCD. Esse peptideo deve ter o formato de uma hélice anfipatica que chamaremos de peptideo H.

A proteina com a hélice em anexo sera chamada CCD-H.

A sequéncia da hélice foi montada com adaptacfes do peptideo nano-1, desenvolvido por
um de nossos colaboradores, que é capaz de revestir e solubilizar nanotubos de carbono (SWNTSs)
[31]. Essas propriedades seriam interessantes para proporcionar a fixagdo da enzima a suportes nao
soltveis em agua. A anfifilicidade é atingida devido ao posicionamento adequado de residuos de
aminoacidos polares e apolares na sequéncia primaria do peptideo. O método utilizado foi a
repeticdo de uma sequéncia de sete residuos (a,b,c,d,e,f,g)n, em que os residuos a e d formam a face
hidrofébica e os residuos b, c, e, f e g formam a face hidrofilica. Ao final temos um peptideo

formado pela seguinte sequéncia de 28 residuos de aminoéacidos:
VEAFQEKVAAFQSKVQSFEQKVEAFEHG

A sequéncia génica para a expressao do respectivo peptideo foi obtida por traducdo reversa

através do programa disponivel no site http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html. Em

seguida, a sequéncia foi otimizada para expressdo em E. coli utilizando-se o0 Codon Optimization

Tool disponivel no servidor https://www.idtdna.com/CodonOpt, a partir do qual obtivemos o

seguinte codigo genético:

GTGGAAGCATTTCAAGAAAAGGTGGCCGCGTTCCAGAGCAAAGTCCAGTCGTTTGAACAGAAGGTGG
AAGCGTTCGAACATGGG


http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html
https://www.idtdna.com/CodonOpt
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3.1.2 Construgéo e propagacdo do DNA codificante da CCD-H

Para construcdo da sequéncia génica da hélice anfipatica no C-terminal da Pp 1,2-CCD, a
sequéncia do peptideo H foi dividida em 4 partes, das quais foram construidos oligonucleotideos

(Tabela 1) capazes de se anelar como esquematizado na Figura 5.

CCD Primer 2 Rev Primer 4 Rev
[ ]
|:‘<> | I . > |
Primer 1 FW Primer 3 FW
CCD_H

Figura 5: Esquema de alinhamento dos oligonucleotideos para formar a sequéncia génica da hélice ao final do
DNA que codifica a enzima Pp 1,2-CCD. As setas indicam a dire¢fio do oligonucleotideo do 5’ para o 3°. Fonte:
Elaborada pela autora.

Tabela 1: Oligonucleotideos planejados para a construcéo da hélice anfipatica no C-terminal da Pp 1,2-CCD.
As regides que se anelam estdo destacadas com cores semelhantes. As siglas FW e Rev indicam a dire¢éo forward
e reverse, respectivamente. Em vermelho, no Primerl FW, a regido de anelamento com a sequéncia da enzima;
no Primer 4 Rev estdo destacados o stop codon em verde e o sitio de restrigdo da enzima Xohl em azul escuro.

Oligonucleodideos Sequéncia Tm (°C)

Primer 1 FW 5’CGGAGACAGTGGCATGAGTGGA 69,0
AG 3

Primer 2 Rev 5’CAAACGACTGGACTTTGCTCTGGA 69.2
ACGC 3

Primer 3 FW 5’GAGCAAAGTCCAGTCGTTTGA 67.5
ACAGAAGGTGGAAGCGTTCG3’

Primer 4 Rev 5’CTCGAGCTACCCATGTTCGAACGCTTCCACCY 66.2

O Tm de cada oligonucleotideo foi calculado pelo programa OligoAnalyzer 3.1 disponivel no servidor IDT (Integrated
DNA Technologies - https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Fonte: Elaborada pela autora.

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em T100™ Thermal cycler

(Bio Rad) utilizando-se a enzima Phusion DNA Polymerase (Thermo Scientific). Na primeira


https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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reacdo, foram colocados os quatro oligonucleotideos. Uma segunda reacdo foi realizada no mesmo
tubo de PCR adicionando-se mais 1 U da enzima e os Primers 1 FW e 4 Rev, para amplificacdo da
sequéncia completa. Esse DNA foi separado em gel de agarose 1 % e purificado utilizando-se
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). Em seguida, o DNA foi submetido a outra
reacdo de PCR para insercdo da sequéncia que codifica a hélice no gene que codifica a Pp 1,2-
CCD, utilizando-se 0S oligonucleotideos CCD pSumoEcoRI_Fw (5°-
GCGAATTCATGGATAAACGAGTTGCCGAGG-3’), que se anela ao inicio 5° da CCD, e Primer
4 Rev. Esse DNA foi novamente separado por eletroforese e purificado. Uma dltima PCR foi
realizada com esses mesmos oligonucleotideos para extensdo do DNA, mas dessa vez, a enzima

utilizada foi a Taqg DNA Polymerase (Sigma-Aldrich) que promove a adenilagdo do DNA.

O produto da purificacdo foi inserido no plasmideo pGem (InsT/Aclone™ PCR
ProductCloning Kit-Fermentas) através da enzima T4 DNA Ligase, seguindo orientacdo do
fabricante. Esse DNA sofreu transformacdo por choque térmico em célula de E. coli DH5-a
(Invitrogen) e cultivado a 37 °C por 16 h em 20 ml de meio LB (Luria Bertani) Broth (SIGMA Life
Science) sélido, &gar 1 %, contendo IPTG 0,5 mM, X-gal 0,1 mg/ml e ampicilina 0,1 mg/ml. As
coldnias foram selecionadas pela cor: as colbnias positivas séo brancas e as negativas azuis, para
serem inoculadas em 5 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de ampicilina, a 37 °C sob agitacéo de
200 rpm. Ao final de 16 h as bactérias foram centrifugadas, lisadas e 0 DNA purificado utilizando-

se o kit ZR Plasmid Miniprep™-Classic (Zimo Research).

O DNA foi submetido & anélise de restrigdo com as enzimas Ecol e Xohl (Thermo Scientific
FastDigest). A confirmacdo dos clones positivos e analise da fidelidade das sequéncias foram
validadas por sequenciamento, realizado em sequenciador automatico Genetic Analyser 3130

(lifetechnologies) no Grupo de Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas do IFSC, USP.
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3.1.3 Subclonagem do gene de CCD-H

O vetor de propagacéo, pGem, contendo a sequéncia que codificaa CCD-H e os vetores de
expressao, pET28a e pETSumo (Novagem), foram digeridos separadamente com as endonucleases
de restricdo Ecol e Xohl. As fracbes de interesse foram isoladas por eletroforese em gel de agarose
1 % e os DNAs purificados com o kit DNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research). A ligagéo
do inserto aos vetores linearizados foi feita utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (Thermo

Scientific) segundo orientacgdes do fabricante.

3.2 Proteinas recombinantes

3.2.1 Linhagem de Escherichia coli e plasmideos utilizados para propagacdo de DNA e

expressdo proteica

Para manutencdo e propagacdo dos vetores plasmidiais, foi utilizada a linhagem DH5-a. A
linhagem BL21 (DE3) foi utilizada para expressao das proteinas recombinantes. Devido a sua alta
eficiéncia em expressao de proteinas em E. coli, o sistema de vetores escolhido foi o pET
(Novagen). A construcdo utilizada para expressdo heteréloga de Pp 1,2-CCD foi o vetor pET
SUMO, capaz de melhorar a solubilidade da proteina a ser expressada através da fusdo do small
ubiquitin-related modifier (SUMO). Depois da expressdo, esse motivo de 11 kDa pode ser clivado

pela SUMO protease (ULP-1) de alta especificidade, resultando na proteina nativa.

Os vetores, com 0s respectivos insertos, foram transformados por choque térmico nas cepas
de E. coli previamente preparadas em cloreto de calcio. Essas bactérias foram cultivadas em meio
LB solido contendo &gar 1% e canamicina 50 pg/ml. As colonias transformantes em DH5a foram

inoculadas em 5 ml de meio LB contendo 50 pg/ml de canamicina, a 37 °C sob agitagéo de 200
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rpm. Apos 16 h o DNA foi extraido novamente por lise alcalina. As solu¢@es contendo 0os DNAS

de interesse foram armazenadas a -20 °C.

3.2.2 Expressao

As colonias transformantes de BL21(DE3) foram previamente inoculadas em 5 ml de meio
LB, contendo canamicina 50 pg/ml, por 16 h horas sob agitacdo de 200 rpm. Os pré-indculos foram
utilizados para propagacdo celular em 1 | de meio LB contendo antibidtico canamicina 50 pg/ml.
Para expressédo de Pp 1,2-CCD e CCD-H, foi acrescentado ao meio sulfato ferroso a uma
concentracdo final de 0,35 g/l. As células foram cultivadas nas mesmas condi¢des até que se
atingisse a densidade Optica (DO) de 0,8 em 600 nm (aproximadamente 4 h). A seguir, abaixamos
a temperatura para 20 °C e a expressdo de proteina foi induzida adicionando-se IPTG a uma
concentragdo final de 0,5 mM. As condicBes foram mantidas por 18 h. Ao final da expresséo, a
cultura de células foi centrifugada em uma centrifuga Sorvall RC6+ da ThermoScientific, rotor
FIBERLite® F14-6x250y durante 20 minutos a 7000xg. As células sedimentadas foram
ressuspendidas em 20 ml de tampéo Lise (Tris 20 mM, NaCl 250 mM, pH 8,0) e o volume foi

dividido em dois e estocado a -80 °C.

3.2.3 Purificagdo das proteinas recombinantes

A lise celular foi realizada com as aliquotas de 10 ml utilizando-se um sonicador
BRANSON Digital Sonifire®, Soni-tech, operando em uma amplitude de 15 % por sete ciclos de

20 s com intervalos regulares de 40 s. As amostras foram mantidas em gelo durante todo o
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procedimento de descongelamento e lise celular. Na primeira etapa de purificacdo, as fragdes

solavel e insoltvel de cada amostra sdo separadas por centrifugacdo a 8 °C, 11.000xg por 20 min.

A etapa de purificagdo subsequente foi feita em cromatografia liquida, sendo a fase
estaciondria constituida de 2 ml de resina Ni-NTA Agarose (Qiagen). O extrato soltvel foi aplicado
na coluna previamente equilibrada com tampéao Lise e deixado sob agitagdo branda em mesa
agitadora por 40 min. Em seguida, a coluna foi lavada com 40 ml de tamp&o Wash1 (Tris 20 mM,
NaCl 250 mM, Imidazol 60 mM, pH 8,0) para elui¢do de eventuais contaminantes com afinidade
(embora pequena) pela coluna. A eluicdo da proteina foi feita em 10 ml de tampéo Elution (Tris 20

mM, NaCl 250 mM, Imidazol 250 mM, pH 8,0).

Foram adicionadas as amostras uma quantidade final de 2 mg de ULP-1 para clivagem do
anexo SUMO enquanto eram submetidas a didlise em tampdo Dia (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH
8,0) por 16 h a 8 °C. Essas amostras foram recromatografadas em coluna de niquel, onde a ULP-1
e a SUMO ficaram retidas e, em seguida, concentradas em Amicon® Ultra-15 (Millipore) até 1 ml.

Aliquotas para SDS-PAGE foram coletadas durante cada etapa de purificacao.

O ultimo passo da purificacdo consiste na cromatografia de exclusdo molecular, realizada
no equipamento AKTA purifier GE, utilizando-se a coluna de exclusdo molecular Superdex 200
10/300 (GE Healthcare), previamente equilibrada em tampao Dia. Este procedimento também
permite avaliar o estado oligomérico das proteinas. O volume de amostra injetado foi de 1 ml e o

fluxo de 0,5 ml/min.
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3.2.4 Eletroforese em condicdes desnaturantes

As aliquotas coletadas durante as etapas de purificacdo foram diluidas em tampdo da
amostra para SDS-PAGE, que contém em sua composicdo SDS, Tris, corante azul de bromofenol
¢ B-mercaptoetanol, e posteriormente aquecidas a 99 °C por 5 min. A eletroforese foi realizada em
gel de Tricina [32] a 200 V, utilizando-se um sistema vertical DIGEL, até que o azul de bromofenol
atingisse o limite inferior do gel (cerca de 45 min). A colorac¢do das bandas proteicas foi realizada
utilizando-se Coomassie Blue 0,2 % (p/v) preparado em metanol 50 % (v/v) e &cido acético 10 %

(V).

3.2.5 Determinagdo da concentragao proteica

Utilizando-se o valor de absorcao 6ptica medido em 280 nm no equipamento NanoDrop
2000 da ThermoScientific, foram calculadas as concentracGes de cada proteina seguindo-se a lei de
Beer-Lambert. Os respectivos coeficientes de extingdo (€) encontram-se na Tabela 2. Os célculos

de ¢ foram feitos pelo programa ProtParam tool, disponivel no servidor EXPASy (Expert Protein

Analysis System, http://web.expasy.org/protparam/), considerando a composi¢do de residuos de

aminoacidos de cada proteina.

Tabela 2: Coeficientes de extingéo das proteinas CCD e CCD-H em comprimento de onda 280 nm.

Proteina £280 (Mt.cm™?)
CCD 34.505
CCD-H 34.505

Fonte: Elaborada pela autora.


http://web.expasy.org/protparam/
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3.3 Analise de estrutura e estabilidade

3.3.1 Dicroismo Circular (CD)

Os experimentos de CD na regido do UV distante (190-260 nm) foram realizados
utilizando-se o equipamento Jasco J-810 CD Spectrometer (JASCO Corporation, Japan) equipado
com controle de temperatura Peltier. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho Optico de
1 mm. Os parametros experimentais foram: velocidade de varredura 50 nm.min, passo de 0,2 nm,
e tempo de resposta de 0,5 s. O espectro final obtido € resultado da média entre 5 varreduras
realizadas. Antes da realizacdo das medidas, as proteinas foram diluidas em &gua para uma
concentracdo de 0,1 mg/ml, a partir de uma solucdo estoque mais concentrada. As medidas foram
realizadas a 25 °C, aguardando um tempo de 2 min para que as amostras atingissem o equilibrio

térmico.

Para as medidas feitas na presenca de modelos de membrana (preparacdo no item 3.5.1), a
razdo fosfolipidio/proteina foi mantida em 20:1 mol/mol. Todas as misturas foram incubadas a 30
min (minimo), tempo considerado suficiente para que se atingisse o equilibrio do processo de

ligacdo.

3.3.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os experimentos de DSC foram realizados no calorimetro VP-DSC MicroCal
MicroCalorimeter (Microcal, Northampton, MA, USA) com uma taxa de aquecimento de 63,6 °C/h
a partir da temperatura de 10 °C até 95 °C. Primeiramente foi medida a linha de base apenas com
o tampdo Dia. Os termogramas de DSC das proteinas comegaram a ser registrados a partir da

segunda medida e depois de 15 min para que a amostra atingisse o equilibrio com a temperatura
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inicial. A concentracdo utilizada para medir as curvas calorimétricas tanto da CCD, quanto da
CCD-H, foi de 24 pM. Nos experimentos com os modelos de membrana POPC, POPG e
POPC/POPG 5:1 mol/mol a razdo molar fosfolipidio/proteina foi mantida 20:1 mol/mol. Subtracdo
do tampado, corre¢do da linha de base, integracdo das curvas calorimétricas e a desconvolugdo dos

dados forma feitos utilizando Microcal Origin software para Origin 7.

3.4 Medidas de atividade

3.4.1 Cinética enzimatica da Pp 1,2-CCD e CCD-H

Os testes de atividade enzimética foram realizados em espectrofotémetro Ultroscopec
2100pro, em cubeta de quartzo com caminho Optico de 10 mm e o substrato utilizado foi o 4-
clorocatecol, nas concentragOes de 23,7; 31,6; 42,2; 56,3; 75,1; 100,1; 133,5; 178,0; 237,3; 316,4;
421,8; 562,5; 750,0 e 1000 uM. O substrato em cada uma dessas concentracdes foi adicionado a
cubeta contendo solugdo de 0,5 pg de proteina e a solucdo final homogeneizada. Foram, entéo,

feitas 24 leituras com intervalos de 10 s entre cada leitura.

3.5 Miméticos de membrana

3.5.1 Preparacéo de vesiculas

Os fosfolipidios utilizados se encontravam em solucdo estoque de cloroformio (CHCIs).
Destes foram feitos filmes em tubos de ensaio de vidro, evaporando-se o cloroférmio com fluxo de
N2. Os filmes tinham a composicao de interesse e ja na presenca dos marcadores de fluorescéncia,
quando necessario. Para eliminar qualquer residuo de cloroférmio das amostras, elas ainda foram

submetidas a ultracentrufugacao sob vacuo em Savant SPD121P SpeedVac Concentrator (Thermo
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Scientific) por 2 horas. A seguir, os filmes foram reidratados em tampé&o Dia e agitados em vortex
até a ressuspensdo total. Ao final, as amostras foram extrusadas em filtros NucleoporeTrack-
Etechmembrane (Whatman) de 100 nm por meio de extrusor Avanti Polar Lipids para a formacéo

de vesiculas unilamelares.

As composicOes de fosfolipidios utilizadas foram: somente POPC, somente POPG e mistas
de POPC e POPG na propor¢cdo 5:1. O marcador fluorescente utilizado foi o NBD-PE. A

concentragdo do marcador foi mantida em 0,5 mol %.

3.5.2 Medidas de fluorescéncia

A influéncia das enzimas na estruturacdo da bicamada foi avaliada por fluorescéncia em
estado estacionario no equipamento Hitachi F-7000, equipado com W xenon arc lamp. A janela de
excitagdo e emissédo dos monocromadores foi fixada em 2,5 nm. As medidas foram feitas a 25°C,
aguardando 3 min para que as amostras atingissem o equilibrio térmico. Para se observar mudancas
na solubilizagdo do NBD-PE, a excitagdo foi realizada em 465 nm e o intervalo de emisséo
observado foi 480-640nm. As proteinas foram acrescentadas as amostras nas razdes 50:1 e 20:1

mol/mol de fosfolipidio/proteina.
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4 Resultados e discussoes

4.1Pp 1,2-CCD

4.1.1 Expresséo e purificagcdo da CCD

A expresséo e purificagdo da Pp 1,2-CCD foi efetuada conforme descrito na segéo 3.2. Este
protocolo foi estabelecido por Furtado [27] e tem como resultado final uma proteina com maior
grau de pureza e rendimento dobrado para 20 mg por litro de meio de cultura. Na Figura 6 podemos
observar o resultado da purificagdo apds a cromatografia por afinidade em resina de niquel e
verificar que a Pp 1,2-CCD € uma proteina soltvel, porém na presenca de alguns contaminantes.
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Figura 6: Resultado da purificacdo da proteina Pp 1,2-CCD visualisado em eletroforese em gel de
poliacrilamida. Coluna 1 — marcador de massa molecular. Coluna 2 e 3 —vazias. Coluna 4 — eluicdo em tampéo
Wash1. Coluna 5 — eluicdo em tampéao Elution. Coluna 6 — eluicdo com imidazol 1 M. Coluna 7 — elui¢do em
tampé&o Dia apdés clivagem com ULP-1 e dialise por 16 h. A banda de proteina utilizada estd destacada no
retdngulo amarelo. Fonte: Elaborada pela autora

No perfil de eluigdo em cromatografia por exclusdo molecular (Figura 7) sdo verificados
dois picos quase sobrepostos: o primeiro, de menor intensidade, talvez referente a algum

contaminante e um segundo pico referente a elui¢do da Pp 1,2-CCD. Por isso concluimos que ela
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ndo se encontra pura apos a purificacdo em resina de niquel. O contaminante apresenta tamanho
préximo suficiente do tamanho da Pp 1,2-CCD para néo ser distinguido por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Esse perfil estd de acordo com o estudo de oligomerizacéo realizado na referéncia

27, no qual a proteina se encontra na forma dimérica.
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Figura 7: Perfil de elui¢do da proteina Pp 1,2-CCD na coluna superdex 200 (10/300) equilibrada com tampao
Dia. Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.2 Caracterizacdo estrutural da CCD — Estrutura secundaria

Continuando a caracterizacdo da Pp 1,2-CCD, estudamos a sua estrutura secundaria pela
técnica de CD na regido do UV distante (240 nm a 190-180 nm) como descrito na se¢do 3.3.1. O
dicroismo circular ¢ a diferenca de absorcao Optica da luz circularmente polarizada a esquerda e a

direita por moléculas opticamente ativas (aquelas que possuem centros quirais), propriedade esta
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que da nome a técnica [33]. O “dichrograph” ¢ dado, portanto, pelo diferencial do coeficiente de
absorcdo molar (Ag) dos dois feixes helicoidais, ou pela elipticidade (6), em um dado comprimento
de onda [33]. Na regido do UV distante, o centro quiral absorvedor é a ligacdo peptidica, o0 que
permite a quantificacdo do conteldo de estrutura secundaria de uma proteina. As transi¢Ges
observadas séo: uma transicao fraca e larga n — *, em torno de 210 nm, e uma transicao intensa

m — " em 190 nm [34].

Os dados da atividade Optica da enzima Pp 1,2-CCD na regido do UV distante estdo
mostrados na Figura 8, onde observamos um espectro condizente com a estrutura esperada para

enzima trabalhada, em que ha predominancia de estruturas em o-hélice.
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Figura 8: Espectro de CD no UV distante da enzima Pp 1,2-CCD. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.3 Atividade e cinética enzimatica da Pp 1,2-CCD

Uma vez de posse da proteina com grau de pureza adequado e estando enovelada, como
mostram os resultados das secdes anteriores, se fez necessario a verificacdo de sua atividade
bioldgica. Em se tratando de uma enzima, os ensaios de atividade foram executados como descrito
no item 3.4, monitorando-se a formacdo do produto da clivagem 4-clorocatecol, o acido cis,cis-
mucdnico, pela sua absor¢do optica em 260 nm ao longo do tempo. A Figura 9 mostra o resultado
da medida de atividade de 5 pg de enzima catalisando a quebra de 200 UM de substrato. A curva

visualizada se aproxima de uma hipérbole seguindo a equacao:

Pyt
P+t

y:

onde y é a absorcdo Optica em 260 nm em um dado tempo t, e P1 e P2 sdo coeficientes que definirdo
a velocidade da reacdo. Neste caso, a velocidade inicial da reacdo é o ajuste linear do inicio da
curva, quando t (o tempo de reacdo) se aproxima de zero, cujo coeficiente angular é dado pela razao
P1/P2. A reacdo aconteceu até que a completa conversao do 4-clorocatecol fosse alcangada, quando
foi atingido o patamar no valor da absorcao. Esse valor de absor¢do maximo acontece para tempos

muito longos e é dado por P;.

Informagbes acerca da cinética enzimatica sdo relevantes quando se visa um
desenvolvimento para aplicagcdes biotecnoldgicas. A fim de explorar mais este tema, foram
calculadas as velocidades iniciais de reacdo para um gradiente de concentracdo de substrato
especificado em 3.4.1. Estes valores de velocidade inicial em fungédo da concentracdo de substrato
foram usados para construir a Figura 10. Nesta, foi feito um ajuste da cinética de catalise do
substrato, 4-clorocatecol, considerando 0 modelo de inibi¢éo por produto ja estudado para Pp 1,2-

CCD nas referéncias 13 e 27. Observamos um limite maximo da velocidade inicial de reacao para
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a concentracdo de 562,5 UM de substrato, concentragdo a partir da qual comeca a haver inibicdo da

enzima pelo produto e os parametros calculados encontram-se na Tabela 3.
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Figura 9: Resultado tipico para o ensaio de atividade enzimatica da Pp 1,2-CCD através do monitoramento da
absor¢do em 260 nm devido a formacéo de acido cis,cis-mucdnico a partir de 200 UM do substrato 4-clorocatecol.
Fonte: Elaborada pela autora.

Nossos resultados de medidas de atividade e cinética enzimatica complementam os dados
de caracterizagdo estrutural e mostram que a Pp 1,2-CCD esté corretamente enovelada e ativa,
seguindo o mesmo padrdo previamente reportado para sua atividade enzimatica. Com isto,

podemos seguir na investigacdo de suas interagcdes com outros ligantes biologicamente relevantes.
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Figura 10: Curva cinética da catalise do 4-clorocatecol em acido cis,cis-miconico realizada pela enzima Pp 1,2-
CCD. O ajuste da curva foi feito seguindo-se modelo de inibig&o, ja conhecido para a Pp 1,2-CCD, utilizando-
se o0 programa Graphpad Prism 6. Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3: Parametros calculados a partir do ajuste tedrico da cinética de catélise da Pp 1,2-CCD por inibicao
do produto &cido cis,cis-muconico.

Cinética por inibicéo Pp 1,2-CCD

Vmax (UM/s) 0,40
Km (uM) 17087
Ki (M) 11,73

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.4 Ensaios de interagdo com miméticos de membrana

Direcionando o estudo para a capacidade da enzima de interagir com um eventual suporte
nanoestruturado, foram realizados experimentos que permitem observar mudancas estruturais, de
estabilidade e cinética na presenca de mimeticos de membranas. Os lipossomos foram preparados

segundo protocolo descrito em 3.5. A composicdo de cada sistema de vesiculas testado visou
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avaliar também a influéncia da carga superficial da membrana sobre as propriedades estruturais da

enzima. Foram usados lipossomos de POPC (zwitteridnico), POPG (anidnico) e POPC/POPG.

Uma analise da estrutura secundaria atraveés de espectroscopia de dicroismo circular
(Figura 11) revelou que a enzima nao sofre mudancga conformacional na presenca de nenhuma das

composicdes lipidicas testadas mesmo para um periodo maior de incubacédo (16 h).
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Figura 11: Espectros de CD da enzima Pp 1,2-CCD na regido do UV distante na presenca dos lipossomos

compostos unicamente de a) POPC, b) POPG e c¢) mistos de POPC/POPG (5/1) nos tempos de incubaco de 30
minutos e 16 horas. A razdo enzima/fosfolipidio foi mantida em 1/20. Fonte: Elaborada pela autora.
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Ap0s investigarmos os efeitos diretos da presenca de lipossomos na estrutura secundaria da
proteina, decidimos investigar efeitos dessas vesiculas também na estabilidade da Pp 1,2-CCD.
Para isto, ensaios de desnaturacdo térmica foram realizados através da técnica de DSC, onde foram
monitoradas as curvas de desenovelamento da enzima isolada e da enzima na presenca de
lipossomos de POPC/POPG 5:1 mol/mol (Figura 12). Como os experimentos de DSC séo
realizados isobaricamente, a integracdo da curva de calor especifico vs. a temperatura fornece a

variacdo de entalpia calorimétrica da transicéo [69].

AHoq = f Cp(T)dT

As mudancgas detectadas foram: uma pequena diminui¢cdo no valor da temperatura de
melting (Twm), na entalpia, e na cooperatividade, esta Gltima verificada pelo aumento no AT1e
(Tabela 4), sugerindo uma interacdo coordenada por ligac6es fracas ndo covalentes. O valor de K,
também na Tabela 4, se aproxima de 1, sugerindo que ndo ha intermediéarios no processo de

desnaturacéo.

Tabela 4: Parametros termodinamicos calculados a partir dos dados experimentais da desnaturacéo térmica da
Pp 1,2-CCD isolada e na presenca de lipossomos compostos de POPC/POPG.

Amostra Tmax Cpmax ATi AHcal AHvH k=
(°C) (kcal/mol/ (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) AHvn / AHcal
oc)
CCD 51,15 31,77 4,45 163,15 162,77 0,99
+ POPC/POPG 50,86 25,97 5,57 155,36 139,47 0,90

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 12: Termograma de desnaturacéo térmica de 24 uM de Pp 1,2-CCD na presenga de vesiculas grandes
de POPC/POPG 5:1 mol/mol. A razéo enzima/lipidio é 1:20. Fonte: elaborada pela autora

Até o momento, a enzima Pp 1,2-CCD nao tem se mostrado estruturalmente afetada pela
presenca de lipossomos, 0 que pode ser entendido como um aspecto positivo quando se pensa em
imobilizacdo da enzima em sistemas estruturados para aplicagdes biotecnoldgicas. No entanto um
fator tdo importante quanto a estabilidade estrutural da enzima é a manutencdo de sua atividade
biologica. Por isto, também foram realizados testes de atividade com o substrato 4-clorocatecol na
presenca de duas composigdes de vesiculas: POPC e POPG. O experimento foi idéntico ao teste de
atividade realizado anteriormente, com a ressalva de que a enzima foi previamente incubada nas
solugdes de lipossomos na razéo fosfolipidio/proteina de 20:1 mol/mol. A partir do resultado
mostrado na Figura 13, observamos uma reducdo na velocidade inicial de reacdo na presenca das
duas composicdes lipidicas. Mesquita e colaboradores [24] j& haviam observado uma espécie de

regulacao alostérica realizada pela presenca das moléeculas de fosfolipidio no canal hidrofobico da
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Pp,12-CCD. Foi mostrado que a enzima sofria um aumento da atividade com a retirada do ligante.
Aqui concluimos, mais uma vez, que a Pp 1,2-CCD tem a sua atividade reduzida na presenca de

moléculas anfipaticas, mesmo que agora ndo estejam diretamente ligadas a elas.
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Figura 13: Ensaio comparativo de atividade enzimética da Pp 1,2-CCD na presenca de lipossomos de POPC e
POPG através do monitoramento da absor¢do em 260 nm devido a formacao de acido cis,cis- mucdnico. Fonte:

Elaborada pela autora.

4.2CCD-H

4.2.1 Montagem de hélice anfipatica no C-terminal da Pp 1,2-CCD

Os resultados até aqui obtidos mostram que mudangas no ambiente em que a enzima se
encontra provocam alteragdes na sua atividade, no entanto ndo tivemos evidéncias significativas
de que a proteina se liga fortemente aos miméticos de membrana. Para tentar incrementar a ligacéo

da enzima a um eventual suporte, planejamos uma hélice anfipatica a ser anexada na regido C-
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terminal da proteina. Esta cadeia peptidica teria a fungdo de fixacao e de evitar o contato do sitio
de ligagéo da Pp 1,2-CCD com o suporte, evitando, assim, alteragdes no comportamento cinético
da enzima. A sequéncia de residuos que constituiu o peptideo H foi determinada como descrito em
3.1.1. Através da projecdo circular da hélice em um diagrama do tipo Helical Wheel (Figura 14) é
possivel se observar uma superficie bastante hidrofébica formada por fenilalaninas e outra

superficie hidrofilica formada por residuos carregados ou polares.
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Figura 14: Diagrama da projecéo circular da hélice formada pelo peptideo H ao longo de seu eixo longitudinal
no sentido N > C-terminal. Os residuos polares estao representados em circulos numa gradacao de cores indo
do vermelho ao amarelo, sendo os vermelhos os mais polares e os amarelos menos; os residuos hidrofébicos
estdo representados nos paralelogramos; aqueles potencialmente carregados negativamente séo os tridngulos e
os potencialmente positivos sdo os pentagonos. O diagrama foi calculado pelo programa Helical Wheel

Projections, disponivel no servidor http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cqi.

Sabendo que a sequéncia de residuos de aminoacidos planejada supre a necessidade de

formar uma hélice anfifilica, a sequéncia génica para codifica-la foi montada e anexada a sequéncia
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codificante da Pp 1,2-CCD como descrito na sec¢do 3.1.2. O resultado da primeira reacdo de unido
que formaria a proteina CCD-H foi verificado por eletroforese em gel de agarose 1 % e esta

mostrado na Figura 15.

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 1 % do DNA resultante da amplificacdo do gene codificante da
proteina CCD-H. A primeira coluna corresponde ao padrédo em pares de bases GeneRule 1 kb DNA Lader
(Promega), e as colunas seguintes sdo os resultados de reac¢des realizadas em diferentes tubos de ensaio. A caixa
vermelha destaca as bandas que foram selecionadas para posterior purificacdo e extensdo. Fonte: elaborada
pela autora.

Esse DNA foi purificado e submetido a uma reacdo de extensdo e adenilacdo. O resultado
desta reagdo estd mostrado na Figura 16. O produto amplificado deve ter aproximadamente 800
pb, tamanho coerente com o encontrado na banda superior do gel de agarose 1 %. A banda inferior

é devido ao excesso de oligonucleotideos. O DNA foi novamente purificado e, desta vez, inserido

no plasmideo pGem-T e propagado em células de E. coli DH5-q.

Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 1 % do DNA resultante da reacdo de extensdo do gene codificante da
enzima CCD-H. A primeira coluna corresponde ao padrao em pares de bases GeneRule 1 kb DNA Lader
(Promega) e as duas colunas consecutivas sdo os resultados de reacdes de extensdo. Fonte: Elaborada pela
autora.
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Dentre as col6nias transformantes, os clones positivos foram confirmados por anélise do
padrdo de restricdo realizado pelas enzimas Ecol e Xohl. Na Figura 17 vemos o resultado da
digestdo. As bandas de interesse, destacadas pela caixa vermelha, foram selecionadas para
subclonagem nos vetores de expressdo pET SUMO e pET 28a. Para isto, assim como para a
digestdo do inserto, os plamideos também foram linearizados com as mesmas endonucleases de

restrigéo.

1000
700

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 1 % do produto resultante da digestdo do plasmideo recombinante,
pGem-T, com as endonucleases de restricdo Ecol e Xohl. A primeira coluna corresponde ao padrdo em pares
de bases GeneRule 1 kb DNA Lader (Promega). A caixa vermelha destaca a sequéncia génica do inserto e as
bandas superiores correspondem ao plasmideo linearizado. Fonte: Elaborada pela autora.

Os insertos CCD-H foram ligados nos vetores de expressdo pET SUMO ou pET 28a
linearizados e consecutivamente transformados em células de E. coli DH5-a para propagagio e
manutencdo dos plasmideos recombinates. Estes plasmideos foram extraidos das colbnias
transformantes e um clone positivo de cada construcdo foi utilizado para transformar células
competentes de E. coli BL21(DE3) com o intuito de realizar a expressdao das proteinas

recombinantes.
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4.2.2 Expresséo e purificacdo da CCD-H

A expressdo e purificacdo da proteina CCD-H em ambos os vetores decorreu seguindo-se
0 mesmo protocolo estabelecido para Pp 1,2-CCD (3.2), salvo que a proteina expressa do vetor
pET 28a nao vem fusionada a SUMO, por isso ndo passa pelo processo de clivagem pela ULP-1.
Agquela ligada ao pET SUMO teve seu rendimento prejudicado, enquanto a proteina ligada ao pET
28a rendeu tanto quanto a Pp 1,2-CCD selvagem. Por SDS PAGE (Figura 18) verificamos que a
CCD-H é uma proteina soltvel e que, ao final da purificacdo em resina de niquel, a proteina se
encontra pura.
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Figura 18: Resultado da purificacdo da proteina CCD-H expressa em pET 28a, verificado em eletroforese em
gel de poliacrilamida. Coluna 1 — marcador de massa molecular. Coluna 2 — padréo de corrida da Pp 1,2-CCD
(destacado na caixa amarela). Coluna 3 — fracdo ndo ligada na coluna de niquel. Coluna 4 — eluigdo em tampéo
Lise. Coluna 5 — elui¢do em tamp&o Wash com 10 mM de imidazol. Coluna 6 — elui¢gdo em tampao Wash com
60 mM de imidazol. Coluna 7 — eluicdo em tampdao Elution, fracdo de CCD-H destacada na caixa amarela.
Coluna 8 — elui¢do em 1 M de imidazol. Fonte: Elaborada pela autora

Observamos a manutencao do perfil de eluicdo por gel filtracdo da CCD-H em relagéo a Pp

1,2-CCD, com uma consideravel diminuigdo da dispersdo proteica (Figura 19).
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Figura 19: Perfil de elui¢cdo da proteina CCD-H na coluna superdex 200 (10/300) equilibrada com tampéao Dia.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3 Caracterizagdo estrutural da CCD-H — Analise comparativa

Uma analise comparativa entre os espectros de CD da Pp 1,2-CCD e da CCD-H, mostrados
na Figura 20, nos leva a concluir que a presenca da hélice anfipatica ndo afetou a estrutura
secundaria da enzima. No entanto, a presenca da hélice leva a uma mudanca significativa na
estabilidade térmica da estrutura proteica como se conclui a partir dos dados de DSC (Figura 21).
A mudanca percebida por DSC leva também a alteragdes nos parametros calculados (Tabela 5). A
diminuicdo no valor de Tm para a CCD-H indica que a presenca da hélice H na regido do C-
terminal, provavelmente, leva a uma dinamica conformacional mais acentuada durante o processo

de aquecimento da amostra, o que induz mais facilidade de desenovelamento.
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Figura 20: Comparacao entre os espectros de CD das proteinas Pp 1,2-CCD (preto) e CCD-H (vermelho) na
regido do UV distante. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 21: Termograma das desnaturagdes térmicas de 24 UM de Pp 1,2-CCD e de CCD-H. Fonte: elaborada

pela autora.
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Tabela 5: Parédmetros termodinamicos calculados a partir dos dados experimentais da desnaturacéo térmica da
CCD-H.

Amostra Tmax Cpmax ATip AHcal AHvnH k=
(°C) (kcal/mol/ (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) AHvH / AHcal
OC)
CCD-H | 48,5 20,0 5,0 124,0 132,6 11

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.4 Cinética enzimatica da CCD-H

A cinética enziméatica da CCD-H foi monitorada utilizando-se as mesmas condi¢fes que a
cinética da Pp 1,2-CCD descrita na secdo 3.4.1. Da curva cinética mostrada na Figura 22,
verificamos que o comportamento geral da curva é mantido quando comparado a Pp 1,2-CCD.
Entretanto, ha uma aparente reducdo na velocidade inicial madxima atingida. A dispersdo dos pontos
experimentais para maiores concentracfes do substrato tanto para Pp 1,2-CCD quanto para CCD-
H ndo permite estabelecer com total seguranca o plateau de velocidade inicial maxima. Pode-se
concluir que a hélice inserida na Pp 1,2-CCD leva a alguma alteracdo cinética na enzima, mas sem

comprometer seu desempenho geral. Os pardmetros cinéticos estdo calculados na Tabela 6.

Tabela 6: Parametros calculados a partir do ajuste tedrico da cinética de catalise da CCd-H por inibi¢do do
produto &cido cis,cis-mucdnico.

Cinética por inibicdo CCD-H

Vmax (UM/s) 7,4x10°3
Km (uM) 141,6
Ki (LM) 697,5

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 22: Curva cinética da catalise do 4-clorocatecol em acido cis,cis-miconico realizada pelas enzimas Pp 1,2-
CCD (preto) e CCD-H (vermelho). O ajuste da curva foi feito seguindo modelo de inibicé&o, ja conhecido para a
Pp 1,2-CCD, utilizando o programa Graphpad Prism 6. Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.5 Ensaios de interacdo com miméticos de membrana

Sabendo que a enzima continua funcional mesmo que a adi¢do da hélice tenha alterado seu
perfil de estabilidade térmica, foram feitos testes de interacdo com membranas para verificar se o
peptideo H cumpre seu papel. Para isto, a estrutura secundaria da CCD-H foi analisada através de
espectroscopia de dicroismo circular nas mesmas condicGes estabelecidas na secdo 4.1.4. Esses
experimentos ndo mostraram qualquer mudanca conformacional na enzima devido a presenca das
diversas composicdes lipidicas. Os resultados estdo de acordo com o esperado e podem ser

observados na Figura 23.

O préximo passo consiste na verificacdo dos efeitos de lipossomos na estabilidade térmica
da CCD-H. Este experimento é realizado em DSC nas mesmas condi¢Ges que para a Pp 1,2-CCD.
O termograma de desnaturacdo térmica estd mostrado na Figura 24 e os pardmetros calculados s&o
verificados na Tabela 7. O resultado é semelhante aquele obtido para a Pp 1,2-CCD na presenca

do lipossomo, sugerindo que o peptideo ndo altera o contato da enzima com as vesiculas.
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Figura 23: Espectros de CD da enzima CCD-H na regido U.V. distante na presenca dos lipossomos compostos

unicamente de a) POPC, b) POPG e c) mistos de POPC/POPG (5/1) nos tempos de incubagdo de 30 minutos e
16 horas. A razéo enzima/fosfolipidio foi mantida em 1/20. Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 7: Parametros termodinamicos calculados a partir dos dados experimentais da desnaturacéo térmica da
CCD-H na presenca de vesiculas compostas de POPC/POPG (5/1).

Amostra Tmax Cpmax AT AHcal AHvH k =
(°C) (kcal/mol/ (°C) (kcal/mol) (kcal/mol) AHvH / AHcal
oc)
CCD-H + POPC/POPG | 48,77 15,29 3,87 66,82 188,48 2,82

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 24: Termograma de desnaturacdo térmica de 24 pM de CCD-H na presenca de vesiculas grandes
unilamelares de POPC/POPG 5:1 mol/mol. A razdo enzima/lipidio é 1:20. Fonte: elaborada pela autora

Para finalizar, o efeito da CCD-H na superficie dos lipossomos foi examinado por
espectroscopia de fluorescéncia como descrito no item 3.5.2, com vesiculas grandes unilamelares
compostas de POPC, POPG e mistas de POPC/POPG marcadas com a sonda fluorescente NBD-
PE. Foram feitas medidas nas razdes fosfolipidio/proteina 20:1 e 50:1 mol/mol. As interacdes
foram distintas para as diversas condi¢des experimentadas (Figura 25). Nas vesiculas compostas
pelo fosfolipidio zwiteridbnico POPC, o NBD-PE teve sua fluorescéncia suprimida tanto na
presenca de Pp 1,2-CCD quanto de CCD-H. Para as vesiculas de POPG, apenas foi observada
interacdo com a CCD-H, sendo a interagcdo mais intensa quando ha maior densidade de proteina na
superficie da bicamada (razdo fosfolipidio/proteina de 20:1 mol/mol), hélice tem um papel
importante quando ha presenca de cargas negativas na superficie das vesiculas. E para as vesiculas

de composicdo mista, POPC/POPG, verificamos que a interagdo com a Pp 1,2-CCD acontece
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apenas quando ha uma razdo menor de fosfolipidio por proteina, mas ndo depende dessa propor¢do
para a CCD-H. Para todos os casos de interacdo houve supresséo de fluorescéncia, indicando que
a interacdo das enzimas com a membrana aumenta a polaridade do meio, provavelmente devido a

uma pequena desestabilizacdo na bicamada.
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Figura 25: Perfis de fluorescéncia do NBD-PE associado as composicdes de vesicula: a) POPC, b) POPG e c)
POPC/POPG, antes g ap6s a incubagdo com as enzimas Pp 1,2-CCD e CCD-H nas razbes fosfolipidio/proteina
20:1 e 50:1 mol/mol. Fonte: Elaborada pela autora.
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5 Conclusao

Este trabalho teve como foco o estudo da enzima Pp 1,2-CCD como potencial agente no
processo de biorremediacdo voltado para o desenvolvimento de biossensores. Esta investigacao
aconteceu atraves de diversas técnicas biofisicas disponiveis em nosso grupo e em colaboracées
que sdo apresentadas ao longo desta dissertacdo. Os experimentos realizados buscaram explorar a
interacdo da Pp 1,2-CCD com modelos de membrana bioldgica e como essa interacédo interfere na
catalise enzimatica, visando futura insercdo/imobilizacdo em membranas ou outros suportes

nanoestruturados, como nanotubos de carbono.

Uma caracterizacéo inicial mostrou que, ao final do processo de expressao e purificagéo, a
enzima trabalhada encontrava-se pura, corretamente enovelada e ativa conforme previamente
reportado na literatura [27]. O estudo de interagdo com miméticos de membrana, com potencial
aplicacdo na imobilizacdo da enzima, mostrou, através da técnica de CD, que a enzima nao teve
sua estrutura secundaria afetada. Apesar disto, experimentos de DSC e espectroscopia de absorcao
Optica respectivamente mostraram que a Pp 1,2-CCD teve sua estabilidade térmica e atividade
afetadas. A presenca de diversos lipossomos causou uma reduc¢do na estabilidade térmica estrutural
da enzima, evidenciada por uma reducdo da entalpia de transi¢cdo, e uma diminui¢do na sua

velocidade de reacéo.

A falta de evidéncias de que a Pp 1,2-CCD se liga fortemente a membranas bioldgicas
somada aos resultados de que a enzima tem seu desempenho prejudicado na presenca dessas
estruturas, nos levou a buscar uma forma de imobilizar a proteina evitando seu contato direto com
a bicamada. Foi montado um peptideo anfifilico em forma de hélice, chamado de peptideo H, para

ser anexado na regido do C-terminal da Pp 1,2-CCD. Este peptideo deveria ser capaz de fixar a
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proteina aos miméticos de membranas, servindo de interface entre bicamada e enzima, sem alterar
significativamente propriedades como estrutura, estabilidade, solubilidade e atividade da nova

proteina (CCD-H).

As sequéncias génicas responsaveis pela codificagdo do peptideo H e, subsequentemente,
da proteina CCD-H foram montadas com sucesso. A expressdo e purificacdo decorreu conforme
protocolo estabelecido para a Pp 1,2-CCD sem necessidade de alteracdo. Ao final do processo, a
CCD-H expressa no vetor pET 28a foi obtida com rendimento semelhante ao da proteina original.
A proteina ndo teve sua estrutura secundéria afetada devido a adicdo da hélice, mas teve sua
temperatura de melting Tm reduzida em 2 °C. A adi¢do do peptideo H manteve o perfil cinético de
inibicdo pelo produto, mas afetou a atividade da enzima reduzindo a velocidade inicial méxima da
reacdo. Por fim, estudos de interagdo com membranas mostram efeitos semelhantes na estrutura e
estabilidade das enzimas devido a presenca dos lipossomos, mostrando que o peptideo nao
desempenhou todas as fungdes designadas, mesmo que, ensaios de fluorescéncia tenham mostrado

que a hélice facilita o contato com a bicamada.
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6 Introducéo

Esteres de acil-CoA sdo moléculas anfipaticas que contém o grupamento Coenzima A
(CoA), uma molécula complexa constituida por acido pantoténico (vitamina B5), adenosina
trifosfato e cisteamina, e a cadeia acila hidrofobica (Figura 26). Essas moléculas detergentes
formam micelas em solugéo aquosa com o grupo CoA exposto para a solucdo [35]. A concentracdo
micelar critica (CMC) varia com o comprimento da cadeia acila: 32 UM para o oleoil-CoA (18:1-
CoA) e 42 uM para o palmitoil-CoA (16:0-CoA), mas € independente da cabeca polar [35]. A
particdo do acil-CoA em vesiculas de fosfolipidios acontece pela insercdo da cadeia apolar na
bicamada [36]. O seu coeficiente de particdo em membrana esta entre 96 e 99 %, por isso, no
interior da célula normalmente se encontra ligado a propria membrana ou a proteinas responsaveis
pela manutencdo das diversas func@es fisiologicas nas quais esta envolvido. Sua concentracao

solubilizada no citosol é muito reduzida para que haja auto-agregacéo [35,37].

Acido
\NH \NH
/\/\/\/\/\/\/\)L\ AN \”/\/” Tl/jL pantoténico

Palmitoil Cisteamina

Adenosina 0 N >
trifosfato \@\ N

Figura 26: Estrutura quimica do palmitoil-CoA, um éster de acil-CoA com dezeseis carbonos na cadeia
acila. Fonte: Elaborada pela Autora.
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Também chamadas de Acidos Graxos de Cadeia Longa-CoA (LCFA-CoA, da sigla em
inglés), tais moléculas estdo envolvidas em importantes fungdes fisioldgicas no interior das células,
tais como regulagdo da transcrigdo génica, transducdo de sinais, canais e bombas de ions, atividade
de enzimas do metabolismo de lipidios e transporte de membranas [35,38 ]. Além disso, a adsor¢do
dessas moléculas na membrana afeta a integridade da bicamada: vesiculas de fosfatidilcolina sdo
capazes de acomodar apenas 15 mol % de éster oleoil-CoA [36]. Por isto, torna-se evidente a
necessidade de se controlar a concentracdo intracelular desses ésteres de acil-CoA para a

manutencdo do funcionamento normal da célula.

Muitas proteinas ligantes de ésteres acil-CoA ja foram descobertas, como Sterol Carrier
Protein 2 (SCP2), Fatty Acid Binding Protein (FABP) e a Acyl-CoA Binding Protein (ACBP) [39].
Destas, apenas as ACBPs interagem exclusivamente com LCFA-CoA, sendo capazes de sequestrar,
armazenar e prevenir a hidrolise de ésteres acil-CoA [37,38,39]. Estando diretamente relacionada
ao transporte e metabolismo de LCFA-CoA, a ACBP ¢ responsavel por entregar ésteres acil-CoA
para fosfolipidios, glicerolipidos e colesterol, e também para sintese de ceramidas. Através da
captura do éster acil-Coa, é capaz também de impedir a inibi¢do de sintetases de acidos graxos e

acetil-CoA carboxilases [40].

A ACBP é uma proteina codificada pelo mesmo gene que a proteina DBI (diazepam binding
inhibitor), primeiramente identificada em 1983 por Guidotti et al [41], e purificada de cérebro de
rato com base na sua habilidade de sequestrar o diazepam (farmaco utilizado como ansiolitico,
anticonvulsivante, relaxante muscular e sedativo) do sitio de reconhecimento benzodiazepina no
receptor GABAA [42]. Posteriormente, ACBP e DBI foram independentemente isoladas e
sequenciadas, quando se descobriu que eram proteinas idénticas [40, 42]. Desde entdo, homologos

de ACBP foram encontrados em todos os organismos distribuidos nos quatro reinos eucariotos,
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com alta similaridade sequencial (~48%) (Figura 27) [43]. O nivel de expressdo varia para cada
espécie, tecido e tipos de células [36,40,42]. A sua presenca ao longo dos reinos e seu envolvimento
em diversos mecanismos metabolicos essenciais relacionados ao éster acil-CoA levaram a
conclusédo de que se trata de uma housekeeping protein, e ndo uma proteina especifica, confinada
a um tipo especializado de célula [42, 44]. Mais recentemente foram identificadas outras proteinas
capazes de ligar LCFA-CoA com exclusividade. Sdo proteinas de maior massa molecular e que
pertencem a familias multigénicas que contém ACBP como dominio, denominados, portanto,

ACBDs (Acyl-CoA Binding Domains) [39].
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Figura 27: Alinhamento multiplo entre ACBPs de diversos organismos. Os diferentes boxes separam regides de
alta conservacao, em que as propriedades sdo mantidas mesmo algum residuo tenha sido mutado. Em vermelho,
os residuos que sdo conservados para todas as espécies.
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A ACBP é uma proteina citosélica de ~10 kDa que liga com alta afinidade (estequiometria
de 1:1) ésteres acil-CoA com cadeias saturadas e insaturadas de comprimento entre 12 e 22
carbonos [39,45,46,47]. Por outro lado, ACBP liga-se a CoA livre com muito menor afinidade e
ndo foi possivel detectar qualquer interacdo com &cidos graxos nao esterificados, indicando que
ambas as interacdes, hidrofébica e hidrofilica, sdo importantes na captura do éster acil-CoA
[39,44,45,46]. A ligagdo da ACBP bovina com palmitoil-CoA foi estudada utilizando-se
ressonancia magnética nuclear (RMN) e ndo foi detectada mudanca estrutural significativa na
cadeia principal da proteina apos a interacdo, mesmo o ligante tendo um décimo de sua massa

molecular [48,49].

Constituidas por 86-92 residuos em sua estrutura primaria e livre de cisteinas, isoformas de
ACBP possuem uma estrutura na qual suas 4 o-hélices (A1l-A4) se acomodam com o sitio de
ligacdo bastante exposto ao solvente, num arranjo estrutural do tipo up-down-down-up que se
conserva nas diferentes espécies (Figura 28 a) [50]. Nesta conformacdo, a hélice Al interage
fortemente com a hélice A2, com a qual esta conectada por uma pequena volta e as duas se dispdem
na orientagdo antiparalela. As hélices A2 e A3 estdo orientadas paralelamente e conectadas por um
overhand loop de 13 residuos [50, 51]. A hélice A3 encontra-se desarticulada das hélices Al e A4,
resultando em apenas quatro interfaces de interacdo hélice-hélice (Figura 28 c) e ndo seis, como €
comumente encontrado em estruturas de quatro hélices (Figura 28 b). Essas caracteristicas
conferem a ACBP um enovelamento Unico entre as conformacdes conhecidas de 4 hélices [50, 51]:
hélice A4 se dispde paralela a Al e antiparalela a A2, ¢ esta conectada a A3 por uma volta tipo IIp.
A hidrofobicidade desta volta é bastante conservada entre as espéecies [39, 51]. As hélices A3 e A4
apresentam caracteristicas anfipaticas com a face polar carregada positivamente [38]. Ao longo da

evolucéo, os residuos das interfaces hélice-hélice tém sido os mais conservados, sendo a interface
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Al-A4 a mais conservada e a interface A2-A4 a menos conservada. As diferencas mais
pronunciadas acontecem a margem das interfaces e, provavelmente, se devem a maior dinamica

estrutural [51].

Figura 28: a) Representacéo da estrutura terciaria da ACBP bovina (PDB 2ABD). Em azul escuro esté destacado
o N-terminal da proteina, em azul anil as hélice A1, em verde adgua a hélice A2, em verde claro a hélice A3, em
laranja a hélice A4 e em vermelho o C-terminal. b) Representacéo das seis interfaces hélice-hélicenormalmente
encontradas em estruturas de quatro hélices. c) Representacdo das quatro interfaces hélice-hélice encontradas
em ACBPs. Fonte: Elaborada pela autora.

Em se tratando de uma proteina de um Unico dominio com enovelamento reversivel e
transicdo de dois estados de forma cooperativa, é frequentemente utilizada como sistema modelo
para estudo de dindmica de proteina [50,52-55]. Mutag6es em residuos conservados demonstraram
que a interface hélice A1-A4 tem grande importancia no processo de enovelamento da proteina.
Esses residuos sdo suscetiveis a formacdo de interacbes favoraveis ao enovelamento e suas
substituicdes causam uma desaceleracdo dessa reacdo [51]. A diferenca de energia livre entre 0s
estados desnaturado e nativo calculada para a ACBP bovina foi de AG,_y = 7,8 + 0,2 kcal.mol*

[54], e os residuos que contribuem com o enovelamento sdo responsaveis pela formacdo de
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interacGes hidrofdbicas entre as hélices Al, A2 e A4 e também entre A2 e A3 [54]. Por outro lado,

a mutacdo de residuos carregados ndo desestabiliza a estrutura significativamente [54].

O sitio de ligacdo é dividido em trés subsitios classificados segundo a acomodacéo da
estrutura do éster acil-CoA: um para o anel de adenina, um para o grupo 3’-fosfato e um para a
cadeia carbdnica [51]. Na mesma estrutura tridimensional da ACBP bovina em complexo com o
palmitoil-CoA citada anteriormente, foi observado um bolsdo hidrofébico formado pelos anéis
aromaticos da Tyr31, Tyr73 e Phe5 confinando o anel da adenina por ligacfes de hidrogénio entre
seus protons H1 e H6 e os atomos do grupo hidroxila fenélico da Tyr73. O residuo Ala9 também
faz ligacédo de hidrogénio com H6. O grupo 3’-fosfato interage fortemente com a ACBP formando
ligacdes de hidrogénio e pontes salinas com os residuos Tyr28, Lys32 e Lys54, contribuindo com
40% da energia total de ligacdo [49,51]. A cadeia acila se dobra, colapsando os seus grupamentos

apolares e formando interacdes de van der Waals com o loop entre as hélices A2 e A3 torcendo-se

Figura 29: Representacdes da estrutura da ACBP bovina ligada ao palmitoil-CoA em duas perspectivas
diferentes. O Palmitoil-CoA est4 representado em rosa — grupamento Coenzima A em rosa claro e cadeia
hidrofébia em pink — e as cores de cada hélice sdo preservados. A direita estio destacados os residuos
importantes para a ligacéo (PDB 1ACA). Fonte: Elaborada pela autora.
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perpendicularmente & A2 e tornando-se parte da plataforma de ligacdo hidrofdbica da unidade CoA

(Figura 29) [39, 51].

Um outro modelo de ligacdo, alem do complexo monomeérico classico, também foi proposto
para a ACBP de figado humano e miristoil-CoA (C14-CoA). O grupo 3’-fosfato se ancora na
proteina com a cadeia acila apontada para fora do sitio de ligacdo e se ligando, em seguida, ao sitio
hidrofébico de outra proteina formando um dimero. Os espacos vazios de cada sitio de liga¢do séo

preenchidos com outra molécula de miristoil-CoA (Figura 30) [56].

Figura 30: Representa¢do do modelo dimérico de ligagcdo do miristoil-CoA na ACBP de figado humano (PDB
2CB8). Fonte: Elaborada pela autora.

Todos os residuos envolvidos na interacdo com o ligante sdo conservados no conjunto de
proteinas homologas, e a maioria deles contém tanto um grupo funcional polar quanto um grupo
hidrofobico [54]. Os residuos conservados cumprem o papel de otimizar simultaneamente uma

gama de parametros que afetam o enovelamento, a estabilizacdo e o sitio de ligagdo. Portanto, a
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variagdo de um desses parametros afeta diretamente os outros [54]. Este fato, facilmente nos
induziu a hipétese de que a interacdo com o ligante acarreta mudangas na dinamica e estabilidade

da proteina, que vem a ser parte do foco desse trabalho.

No que diz respeito a dindmica de interacéo, as analises da variacdo de area de superficie
acessivel ao solvente (SASA) da proteina durante a reacdo de ligacdo mostram que a SASA total,
polar e apolar, diminui primeiro com um rapido decréscimo e subsequente estabilizacdo da SASA
apolar [57]. Este resultado é consistente com a natureza anfipatica do éster acil-CoA e, combinado
com estudos termodinamicos, também sugere que a inser¢do do ligante no sitio de ligacdo da
proteina é dirigida por interacGes hidrofobicas entre ambas as moléculas, através de uma
compensacao entéalpica—entropica [49,54,57]. Somado a isso, Vallejo el al também mostraram que
as componentes coulombianas da energia de ligacdo ndo sdo as impulsionadoras da reagédo e
sugeriram que a hidrofobicidade, além do papel essencial na captura do LCFA-CoA, pode estar

relacionada com a adsorgéo da ACBP na membrana [57].

A afinidade da ACBP pelo éster acil-CoA é linearmente dependente do comprimento da
cadeia carbonica para ligantes de até 18 carbonos na cadeia acila (C18) e a afinidade por ésteres de
cadeia curta (C2-C8) é muito reduzida [46,49,58]. Esta reducdo de afinidade para cadeias menores
provavelmente se deve a diminuicdo de contato do sitio hidrofébico da proteina com os grupos
metilenos no final da cadeia acila. Em estudo de ligagdo com o lauroil-CoA foi demonstrado que a
afinidade provem majoritariamente das interacdes eletrostaticas entre ACBP e CoA [54]. Esse
conjunto de resultados, além de evidenciar a importancia da cadeia acila para a ligag&o, sugere que
os ligantes naturais in vivo sdo LCFA-CoA [46]. Por outro lado, ndo ha correlagdo entre o nimero
de insaturacdo na cadeia acila e a constante de afinidade: ACBP é capaz de ligar moléculas com

pouca ou nenhuma mobilidade na cadeia acila [46].
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Apesar da ACBP mediar uma variedade de processos que envolvam membranas bioldgicas,
quando se trata da interacdo proteina/membrana, ou da captura do éster acil-CoA da bicamada, os
resultados ainda sdo um tanto controversos. Utilizando microscopia de forga atdomica (AFM),
Simonsena et al [59] observaram que quando LCFA-CoA esta adsorvido em membranas de DOPC,
a ACBP se liga perifericamente a membrana. Por experimentos controle, concluiram que a
associacao acontece exclusivamente pelo acesso da proteina ao grupo CoA do LCFA-Co0A, e ndo
a uma eventual interacdo eletrostatica com a membrana [59]. Também concluiram que a capacidade
da proteina de capturar o éster acil-CoA esta inversamente relacionada com a concentragdo do
ligante na membrana [59]. No entanto, a AFM é uma técnica que tem a resolugcdo comprometida
pela elasticidade de amostras bioldgicas, além do mais sua capacidade de observar as variagdes na
topologia ndo permite inferir diretamente a composicdo molecular da superficie [59, 60].
Contrariamente, Vallejo et al [61] concluiram, através de um trabalho de simula¢es de dindmica
molecular (MD), que ha interac&o eletrostatica entre ACBP e membrana zwitteridnica (DPPC), e
que essa interacdo é mais forte conforme se aumenta a porcentagem de fosfolipidios negativamente
carregados (DPPS) [61]. Nessa configuracdo, 0 minimo de energia de interacdo acontece quando
0s aminoé&cidos carregados se aproximam da membrana e o loop entre as hélices A2 e A3 aponta

para fora destas [61].

Chao et al [38], por sua vez, mostraram através de medidas de dicroismo circular (CD) e
fluorescéncia estatica que a ACBP se liga especificamente a vesiculas unilamelares pequenas
(SUV) constituidas de fosfolipidios aniénicos, destacando a importancia da carga elétrica e da
curvatura para essa interacdo [38]. A capacidade de capturar ou doar o éster acil-CoA tambeém
estaria relacionada a composicéo e configuracdo da membrana. A ACBP preferencialmente doaria

LCFA-CoA para vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) anibnicas, mas teria dificuldade de
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retird-lo dessa membrana. Por outro lado, a proteina estaria mais capacitada a extrair LCFA-CoA
de superficies neutras ou negativamente carregadas com baixa curvatura, como é o caso das
vesiculas unilamelares grandes (LUVs) [38]. As técnicas de dicroismo circular (CD) e
fluorescéncia utilizadas nesse estudo podem nédo ser conclusivas no estudo de interagOes: a
primeira, CD, sendo capaz de monitorar apenas mudancgas na estrutura secundaria da proteina, e a
segunda, fluorescéncia, observa mudancas no microambiente dos fluoréforos. Por isso, ndo se pode
concluir, a partir de tais medidas, que ndo houve interacdo apenas porque ndo foi observada
nenhuma mudanca espectral. No entanto, seria possivel chegar a conclusées mais aprofundadas
buscando preencher essas lacunas deixadas pela literatura sobre mudancas de estrutura e
estabilidade na proteina causadas pela interacdo com membranas neutras e carregadas utilizando

essas mesmas técnicas em estudos de desnaturacdo proteica por exemplo. [62]

A proteina de estudo neste trabalho é a ACBP de Cryptococcus neoformans (CnACBP),
que foi recentemente clonada e expressa pela primeira vez em nosso grupo. O interesse na ACBP
surgiu da sua misteriosa relagdo com outra proteina estudada pelo Laboratério de Biofisica
Molecular, a Golgi reassembly and stacking protein (GRASP), que estaria envolvida na secrecéo
ndo convencional da ACBP [63]. Este trabalho traz uma caracterizacéo inicial da CnACBP que
busca esclarecer questfes ainda em aberto e também aprofundar o conhecimento ainda muito vago
de como cargas e a presenca do ligante podem influenciar estrutura, estabilidade e funcéo através
de técnicas termodinamicas e espectroscopicas antes de um aprofundamento de seu papel no

interior da célula e interagfes com outras proteinas.
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7 Objetivos

Nesta parte do trabalho temos como objetivos:

Caracterizacdo estrutural de uma proteina que teve a sua clonagem realizada pela
primeira vez, a CnACBP;

Validacdo de que a proteina se encontrava funcional, mostrando que ela era capaz
de se ligar a ésteres de acil-CoA, seus ligantes naturais;

Estudar mecanismos de ligacdo tais como mudancas estruturais, de estabilidade e
influéncias de cargas elétricas;

Investigar os processos de interacdo da proteina com modelos de membrana
bioldgica;

Procurar evidéncias de mecanismos de entrega e captura do ligante pela proteina em

mimeéticos de membrana.
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8 Materiais e Métodos

8.1 Proteinas recombinantes

8.1.1 Propagacdo de DNA e expressao proteica

A manutencdo e propagacdo dos vetores plasmidiais foram realizadas em linhagens de
E.coli DH5-a e a expressdo das proteinas recombinantes em BL21 (DE3). A construcao utilizada
para expressdo da ACBP foi o vetor pET28a que carrega uma His-Tag no N-terminal. A

transformacdo do DNA foi realizada conforme descrito no item 3.2.1

8.1.2 Expresséo

A expressao da proteina CnACBP aconteceu exatamente como descrito anteriormente para
as colénias transformantes de BL21(DE3) em 3.2.2, sem a necessidade de adicdo de sulfato ferroso

ao meio de cultura. Apds a sedimentacao, as células foram armazenadas a —80 °C.

8.1.3 Purificacdo das proteinas recombinantes

A lise celular foi realizada como descrito na secdo 3.2.3, e na etapa de purificacdo em
cromatografia liquida em resina Ni-NTA Agarose (Qiagen) o extrato soltvel foi aplicado na coluna
previamente equilibrada com tampé&o Lise e deixado sob agitacdo branda em mesa agitadora por
40 min. Em seguida, a coluna foi lavada com 40 ml de tampéao Wash2 (Tris 20 mM, NaCl 250 mM,
Imidazol 10 mM, pH 8,0) para elui¢do de eventuais contaminantes com afinidade pela coluna. A
eluicdo da proteina foi feita em 10 ml de tamp&o Elution. A proteina purificada foi lavada com

tampéo Dia e concentrada para 1 ml utilizando um concentrador Amicon® Ultra-15 (Millipore).
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Aliquotas para SDS-PAGE foram coletadas durante cada etapa de purificacdo para realizacdo de

procedimento descrito em 3.2.4.

8.1.4 Determinacédo da concentracao proteica

Utilizando-se o valor de absorcdo dptica medido em 280 nm no equipamento NanoDrop
2000 da ThermoScientific, a concentragdo da proteina purificada foi determinada segundo a lei de
Beer-Lambert, utilizando o coeficiente de extingdo (¢) tedrico baseado na sequencia primaria de

aminoacidos obtido através do programa Protparam tool (http://web.expasy.org/protparam/).

Tabela 8: Coeficiente de extin¢do a 280 nm (g280) da proteina CnACBP.

Proteina e280 (ML.cm?)

ACBP 11.460

Fonte: Elaborada pela autora.

8.1.5 Determinacéo do coeficiente de extincdo do NBD-palmitoil-CoA

Para a determinacdo do coeficiente de extincdo molar do NBD-palmitoil-CoA a 465 nm
(e465) foram feitas diluicdes 20, 50, 100, 200 e 300 uM a partir de uma solucdo estoque de 1mM
em tampdo Dia. A absorbancia de cada solugdo foi medida em equipamento NanoDrop 2000 da

ThermoScientific e o coeficiente de extingdo estimado considerando-se a lei de Beer-Lambert.


http://web.expasy.org/protparam/
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8.1.6 Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada no equipamento AKTA purifier GE,
utilizando-se a coluna de exclusdo molecular Superdex 200 10/300 (GE Healthcare), previamente
equilibrada em tampdo Dia. O volume de amostra injetado foi de 1 ml e o fluxo de 0,5 ml/min., e
foi utilizada ndo apenas como uma forma de purificacdo, mas também para estudo de
oligomerizacao e funcionalidade da proteina. Para isso, a coluna foi calibrada com o kit de gel
filtracdo de baixo peso (Gel Filtration Calibration Kits, GE Healthcare). Os padrdes aplicados
foram: Aprotinina (6,5 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa), Anidrase carbonica (29,0 kDa),
Ovalbumina (44,0 kDa) e Conalbumina (75,0 kDa). O Blue Dextran foi utilizado para determinar
o volume de exclusdo da coluna (Vo). A massa molecular (MM) de cada proteina foi calculada por

regressdo linear a partir da curva de calibragédo K x log (MM), sendo:
K, = (Ve = Vo)/(Ve = Vo)
em que Ve é 0 volume de eluicdo de cada proteina e V¢, 0 volume total da coluna (24 ml).

Para estudo de oligomerizacdo a CnACBP foi aplicada em suspensdo de oleoil-CoA e para
estudo de ligacdo, aplicada em suspensdo de NBD-palmitoil-CoA. Neste ultimo, foram

monitoradas as absorbancias em 280 nm e em 465 nm.

8.2 Analise de estrutura e estabilidade

8.2.1 Dicroismo Circular (CD)

Os experimentos de CD na regido do UV distante (190-260 nm) foram realizados como

descrito na sec¢do 3.3.1.
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Para as medidas feitas na presenca de modelos de membrana, a razdo fosfolipidio/proteina
foi mantida em 20:1 mol/mol. Nos experimentos com oleoil-CoA, a concentracdo do ligante foi
mantida 1,5 vezes a concentragdo de ACBP. Todas as misturas foram incubadas por 30 min
(minimo), tempo considerado suficiente para que o processo de ligacéo atingisse o equilibrio. A
desnaturacdo quimica foi executada em gradiente de concentracdo de ureia e a concentracdo da
proteina foi mantida constante para todas as solugdes, com tempo de incubacdo de 16 h. Nos
experimentos de desnaturacdo térmica, as proteinas foram submetidas a temperaturas de 20 °C a
95 °C, com taxa de aumento da temperatura de 1°C/min. Ao final da desnaturacdo, foram feitas

novas medidas a 20 °C para analise da reversibilidade da proteina.

8.2.2 Dicroismo circular por radiacdo sincrotron (SRCD)

Para as medidas de SRCD, a CnACBP foi purificada como descrito nos itens 8.1.3 e 8.1.6.
Em seguida, dialofiltrada com tampé&o contendo fosfato de sédio monobaésico (0,047 %) e fosfato
de sédio bibasico (1,249 %), pH = 8,0. Esse tampéao foi planejado para manter a forca idnica de 50
mM. Entdo foram preparadas duas amostras de CnACBP na concentracdo de 30 uM e em uma
delas foi adicionada a solucéo de oleoil-CoA a 45 uM. As duas amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido e transportadas com gelo seco. As medidas foram feitas por Patricia Suemy

Kumagai no laboratorio de luz sincroton do ANKA — KIT (Karlsruhe, Alemanha).

8.2.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os experimentos de DSC foram realizados no mesmo equipamento e com as condicdes

inicias descritas em 3.3.2. A concentracdo de CnACBP foi fixada em 80 UM e as concentragdes de



83

oleoil-CoA variaram de 0 a 120 uM. Como a CnACBP estéa sujeita a uma desnaturacdo térmica

reversivel, foram realizadas multiplas varreduras para obtencdo dos pardmetros termodinamicos.

Tanto nos experimentos com os modelos de membrana POPC, POPG e POPC/POPG 5:1
mol/mol quanto nos modelos de membrana DMPC, DMPG e DMPC/DMPG 5:1 mol/mol a razéo
molar fosfolipidio/proteina foi mantida em 20:1 mol/mol. A subtracéo da contribui¢do do tampao,
correcdo da linha de base, integracdo das curvas calorimétricas e a desconvolucdo dos dados foram

feitos utilizando-se Microcal Origin software para Origin 7.

8.3 Medidas de atividade

A capacidade da ACBP de se ligar ao ligante foi medida por fluorescéncia em estado
estacionario no equipamento Hitachi F-7000, equipado com W xenon arc lamp. A janela de
excitacdo e emissdo dos monocromadores foi fixada em 5 nm para ensaios de ligacdo. As medidas
foram feitas a 25°C, aguardando 3 min para que as amostras atingissem o equilibrio térmico. Os
substratos utilizados foram oleoil-CoA e o NBD-palmitoil-CoA. Para se observar mudancas na
solubilizacdo do NBD-palmitoil-CoA, a excitacdo foi realizada em 465 nm e o intervalo de emissao

observado foi 490-600nm.

8.4 Preparo de vesiculas

A preparacdo das vesiculas decorreu conforme a secdo 3.5.1. E as composicGes de

fosfolipidios utilizadas foram: somente POPC, somente POPG, mistura POPC/POPG na proporgao
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5:1 mol/mol, somente DMPC, somente DMPG e mistura de DMPC/DMPG na proporgédo 5:1

mol/mol. O marcador fluorescente utilizado foi o NBD-PE na concentragéo de 0,5 mol %.
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9 Resultados e discussdes

9.1 Expressao e Purificacdo da CnACBP

A CnACBP teve seu gene clonado anteriormente em nosso grupo pelo aluno de doutorado
Luis Felipe Mendes. Isto nos colocou em posicdo favordvel para iniciarmos os estudos de
caracterizacdo do produto da codificacdo de tal gene. A expressdo e purificagdo da CnACBP foi
realizada com sucesso conforme descrito na sec¢éo 8.1. O rendimento final médio foi de 40 mg de
proteina por litro de meio de cultura. E possivel verificarmos, por analise em SDS-PAGE (Figura
31), que a proteina se encontra na fracdo solvel e que, ap6s as duas etapas de purificacdo por

cromatografia, a amostra obtida esta pura.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

116
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45
35

25
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Figura 31: Resultado da purificacdo de CnACBP visualizado por eletroforese em gel de poliacrilamida ap6s as
diferentes etapas de purificacdo. Coluna 1 — marcador de massa molecular. Coluna 2 — fracéo insolavel. Coluna
3 —fracdo soltvel. Coluna 4 —fracdo ndo ligada na coluna de niquel. Coluna 5 — elui¢cdo em tampéo Lise. Coluna
6 — eluicdo em tampdo Wash com 10 mM de imidazol. Coluna 7 — eluicdo em tampao Wash com 50 mM de
imidazol. Coluna 8 — eluicdo em tampé&o Elution. Coluna 9 — eluicdo em 1 M de imidazol. Coluna 10 — amostra
apés a cromatografia de exclusdo molecular em Supedex 75 (10/300) e utilizada para realizagcdo dos
experimentos. Fonte: Elaborada pela autora.



86

No gel também é observado, através do padrdo de migracdo da proteina, que ela apresenta
uma massa aparente entre 15 e 16 kDa, condizentes com os 11,9 kDa calculados através do
programa ProtParam acrescidos dos 2 kDa da cauda de histidina. Além do mais, alguns fatores
como alta hidrofobicidade ou estado de reducdo podem causar uma variacdo de 2—4 kDa na massa

aparente [64].

9.2 Caracterizacgéo estrutural da CnACBP — Estrutura secundaria

Uma analise da estrutura secundaria da CnACBP foi feita através da técnica de
espectroscopia de SRCD descrita na secdo 8.2.2. O espectro obtido (Figura 32) apresenta dois
picos negativos de intensidade similar em 208 e 222 nm, e um pico positivo em 192 nm. Esse perfil
espectral é caracteristico de estruturas com predominancia de a-hélices, como seria esperado para
dominios ligantes de ésteres de acil-CoA (ACBDs). Infelizmente, nenhum espectro de ACBD foi
encontradko no banco de dados de  dicroismo  circular (PCDDB @ -

http://pcddb.cryst.bbk.ac.uk/home.php) para analises comparativas, mas a desconvolu¢do do

espectro, utilizando o método CDSSTR e o data set 5 (178-260 nm), confirma a anélise qualitativa
indicando que a CnACBP é composta de 52 % de a-hélices, 4 % de fitas-p, 26 % de estruturas do
tipo volta e 17 % de outras estruturas ou desordenadas. Esses resultados mostram que a proteina
clonada, expressa e purificada seguindo-se o protocolo acima esta corretamente enovelada, como

era esperado de uma proteina com estrutura predominantemente em a-hélice.


http://pcddb.cryst.bbk.ac.uk/home.php
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Figura 32: Espectro de SRCD (linha preta) da CnACBP e sua respectiva desconvolugéo (linha vermelha). Fonte:

Elaborada pela autora.

9.3 Estudos de oligomerizacéo — Estrutura quaternaria

A cromatografia por exclusdo molecular € uma etapa da purificacdo que nos permite avaliar,

além da pureza, o estado oligomérico da proteina. A partir do perfil de eluicdo (Figura 33),

verificamos um pico Unico e estreito de absorcdo em 280 nm, sugerindo que a amostra se encontra

pura e monodispersa.
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Figura 33: Perfil cromatografico da CnACBP em cromatografia por exclusdo molecular utilizando a coluna
Superdex 75 (10/300). Fonte: Elaborada pela autora.

Com o intuito de seguirmos com a caracterizagéo estrutural de CnACBP e dada a auséncia
de informagdes sobre sua estrutura tridimensional em alta resolucéo (quer por cristalografia ou por
RMN), realizamos experimentos a fim de obtermos dados acerca do estado de oligomerizacao da
proteina produzida ao fim de nosso protocolo. Para isso, o perfil de eluicdo da CnACBP foi
comparado com o de outras proteinas de massa molecular conhecida, conforme descrito no item
8.1.6. A curva de calibracdo (Figura 34) da coluna foi obtida a partir da relacdo linear entre o

coeficiente de particdo de cada proteina de referéncia e o logaritmo da respectiva massa molecular.
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Figura 34: Regresséo linear para a determinacdo da fungdo que correlaciona massa molecular e volume de
elui¢do dos marcadores molecular aplicados: Conalbumina (C), Ovalbumina (O), Anidrase carb6nica (CA),
Ribonuclease A (R) e Aprotinina (Apr) na coluna Superdex 75 (10/300). Fonte: Elaborada pela autora.

A massa molecular aparente encontrada para a CnACBP em solucdo foi de 16,2 kDa, o que
é condizente com aquela observada no processo de eletroforese e sugere uma estrutura quaternaria
monomeérica. Tais resultados, juntamente com os dados de SRCD e desconvolucao, indicam que a
proteina produzida se encontra corretamente enovelada e seu estado oligomérico é condizente com

aquele esperado para proteinas da familia ACBP.

9.4 Estudo de ligacdo da CnACBP com ester de acil-CoA

Além de uma confirmacdo de que a proteina se encontra em uma forma enovelada (Figura

32) e da caracterizacdo de sua estrutura quaterndria, era necessario sabermos se a proteina
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trabalhada era também funcional (por funcional entende-se a capacidade da proteina de ligar éster
de acil-CoA). Para isto, realizamos experimentos com a proteina na presenca do ligante oleoil-CoA
adicionado a solugdo de CnACBP numa concentracéo final de 1,5 vezes a concentracdo de proteina.
Esta razdo de concentracBes foi escolhida com base na hipotese de que a CnACBP, em sendo
monomeérica como concluido a partir dos dados de cromatografia (Figura 34) e se comportando
como outras ACBPs, deve se ligar ao éster de acil-CoA na propor¢do de uma proteina para uma
molécula de ligante, neste caso, o ligante estaria em excesso garantindo que todas as proteinas
estivessem ligadas. Preposicdo confirmada a partir dos dados de DSC que serdo explorados ao

longo do texto.

A primeira série investigativa acerca da ligagdo entre ACBP e um éster de acil-CoA foi
feita utilizando-se novamente um método cromatografico. Uma comparacdo entre os estados de
oligomerizacao da proteina na presenca e na auséncia do ligante (Figura 35) revelou um pequeno
deslocamento no pico de absorcdo para esta Gltima condicdo, indicando um aumento da massa
molecular que pode ser justificado pelo incremento devido a massa do ligante, o que ndo
caracterizaria uma mudanca no estado oligomérico. Portanto, a proteina produzida é capaz de se
ligar ao ester de acil-CoA usado, indicando sua atividade funcional, e permanece na forma de
mondmero nas duas condicdes, refutando, assim, modelos mais complexos de ligacdo envolvendo

CnACBP e oleoil-CoA em que se sugere a formacdo de dimeros e hexameros [56].
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Figura 35: Comparacdo entre os perfis de elui¢do da CnACBP na presenca e na auséncia do ligante oleoil-CoA
utilizando a coluna Superdex 75 (10/300). Fonte: Elaborada pela autora.

Ainda buscando esclarecer se a proteina estava mesmo ligando moléculas do tipo LCFA-
CoA, foi realizado um experimento de cromatografia por exclusdo molecular da CnACBP em
solucdo com o ligante NBD-palmitoil-CoA. O uso do referido ligante com a sonda fluorescente
NBD é adequado ja que sua absorcao dptica esta centrada em 465 nm, o que permite monitoramento
simulténeo das absorc@es da proteina e do ligante, pois estes ocorrem em comprimentos de onda
distintos. O coeficiente de extingdo molar do ligante foi calculado através de medidas de absor¢édo
Optica de diferentes diluicbes do NBD-palmitoil-CoA, diretamente no tampdo Dia, em
concentragdes conhecidas. Este procedimento esté descrito em 8.1.5. O valor obtido foi de e,445 =

18.850 M~1cm~1 (Figura 36).
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Figura 36: Determinacéo do coeficiente de extingdo molar em 465 nm para o NBD-palmitoi-CoA através de
ensaio de absorcéo 6ptica. Fonte: Elaborada pela autora.

Ap6s a mistura das soluces de CnACBP e NBD-palmitoil-CoA, a solucdo final foi
novamente submetida a cromatografia na mesma coluna de exclusdo molecular, desta vez
monitorando-se as absor¢fes em 280 e 465 nm. O resultado é apresentado na Figura 37, onde
observamos que as elui¢cdes da CnACBP e do NBD-palmitoil-CoA ocorreram de forma simultanea,
0 que nao seria esperado para moléculas de tamanhos tao distintos, a ndo ser que estivessem ligadas
uma a outra. Acrescente-se a isto o fato do perfil de ambas as curvas serem similares, ou seja, tanto
proteina como ligante estdo igualmente dispersos na solugédo. Portanto, podemos concluir que o
NBD-palmitoil-CoA se ligou a proteina, evidenciando, assim, a capacidade desta ultima de ligar-

se a0 éster-CoA, o que indica sua atividade como uma ACBP.
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Figura 37: Perfil de eluicdo da CnACBP monitorando absor¢do em 280 nm e do NBD-palmitoil-CoA
monitorando absorcdo em 465 nm utilizando a coluna Superdex 75 (10/300). Fonte: Elaborada pela autora.

Além disso, a partir do coeficiente de extin¢do da proteina e do ligante foram calculadas as
respectivas concentracgdes. Os valores encontrados foram de aproximadamente 10 uM de CnACBP
e 7 uM de NBD-palmitoil-CoA. A concentracdo de proteina é condizente com o valor aplicado a
coluna e a concentracdo do ligante ligado a ela esta condizente com a propor¢do estequiométrica
esperada (1:1). Apesar disso, ndo foi possivel monitorarmos a fracdo do LCFA-CoA néo ligado,
pois a concentracdo do ligante na solugdo inicial € maior que a sua concentracdo micelar critica
(CMC), o que provavelmente fez com que o éster de acil-CoA que ndo fosse solubilizado pela
CnACBP permanecesse na forma micelar e ficasse retido no filtro da coluna. Ao lavarmos a coluna

com etanol, as micelas se desfizeram e o restante do NBD-palmitoil-CoA foi eluido.
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9.5 Caracterizacdo da interacéo proteina—ligante

Para investigarmos 0s mecanismos de interacao proteina-ligante foram realizados diversos
experimentos utilizando-se as técnicas de CD e SRCD. O ligante em estudo foi o oleoil-CoA

empregado sempre na concentracdo de 1,5 vezes maior do que a concentracdo de ACBP.

Dos espectros de SRCD observados na Figura 38 é possivel verificarmos que a presenca
do ligante ndo altera significativamente a estrutura secundéria da proteina que passa a apresentar
69 % de a-hélices, 12 % de fitas-p e 18 % de estruturas do tipo loops e desordenadas. Estes dados
corroboram resultados anteriores de RMN para ACBP bovina [48], em que o ligante ndo leva a

rearranjos de estrutura secundaria pronunciados na proteina.

——ACBP
20 — ACBP + Oleoil-CoA
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Figura 38: Espectros de SRCD da CnACBP. Em preto, esta representado o espectro da proteina isolada e, em
vermelho, o espectro da proteina na presenca do ligante oleoil-CoA. Fonte: Elaborada pela autora.
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Aprofundando os estudos da influéncia do ligante na estrutura e dinamica da CnACBP, foi
monitorada a variacdo da intensidade da banda de CD em 222 nm induzida pela mudanga de
temperatura nas amostras (Figura 39) com objetivo de avaliarmos a influéncia do ligante sobre o
perfil de estabilidade térmica da proteina. Para estimarmos a fracdo de proteinas desenoveladas
(Fp) em cada temperatura, consideramos que no menor valor da absor¢do em 222 nm (6g) a proteina
estava completamente enovelada e no maior (0p), estava completamente desenovelada. Entéo, a

normalizacgéo foi feita segundo a equacéo:

0; — 0

Fp=—r
b HE_BD

A mesma andlise foi realizada em estudo de desnaturagdo quimica para concentracdes de

ureia variando de 0 a 10,5 M (Figura 41).
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Figura 39: Desnaturacgdo térmica da proteina CnACBP monitorada por CD na regido do UV distante em um
intervalo de 15 °C a 95 °C. a) Apo CnACBP b) CnACBP ligada ao oleoil-CoA. As setas indicam o aumento de
temperatura. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 40: Variacdo da fracdo de proteina desenovelada (Fp) em funcdo da temperatura através do
monitoramento da intensidade da banda em 222 nm nos respectivos espectros de CD. Fonte: Elaborada pela

autora.
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Figura 41: Desnaturacdo quimica da proteina CnACBP monitorada por CD na regido do UV distante em um
intervalo de 0 M a 10,5 M de ureia. a) Apo ChACBP b) CnACBP ligada ao oleoil-CoA. Fonte: Elaborada pela

autora.



97

10 = ACBP
’ ® ACBP + Oleoil-CoA
0.8
0.6 [Ureia] , =62 M
n° [Ureia] ,=8.5M
0.4 ?
0.2 4
] o . ]
] .

004 m (]

T T T T T y T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12

[Ureia] (M)

Figura 42: Variacgéo da fragéo de proteina desenovelada (Fp) através do monitoramento da banda em 222 nm
para concentracfes de ureia variando de 0 a 10,5 M. Fonte: Elaborada pela autora.

Nas Figura 40 e Figura 42 verificamos que a CnACBP é uma proteina significativamente
estavel e que todas as amostras apresentam perfis de desnaturacdo similares a uma curva sigmoidal,
tipico de sistemas com transi¢Ges cooperativas. O que impressiona nesses resultados é o impacto
do éster de acil-CoA na estabilidade da proteina. Na desnaturacdo térmica, é observado um
deslocamento de 15 °C na temperatura de melting (Twm) e a concentracdo de ureia necessaria para
desenovelar 50 % do total de CnACBP em solucdo aumenta em mais de 2 M. Estes resultados
indicam que a presenca do ligante estabiliza fortemente os bolsdes hidrofébicos, permitindo um

aumento significativo na estabilidade estrutural, mesmo na presenca de agentes caotropicos.

Medidas de DSC foram realizadas conforme 8.2.3 e nos permitiram avaliar mais
detalhadamente a mudanca de estabilidade no comportamento termotropico da CnACBP devido a

presenca do ligante. Na Figura 43 temos os perfis calorimétricos da proteina sujeita a solugdes



98

contendo diferentes concentrac6es do ligante oleoil-CoA. Observamos que o perfil de desnaturacéo
da proteina sem o ligante ndo acontece em um evento Unico endotérmico, apresentando dois picos
distintos: o primeiro bastante intenso centrado em Tmax,1 = 60 °C e 0 segundo mais suave centrado
em Tmax2 = 74 °C (Tabela 9). Conforme a razdo proteina/ligante diminui, h4& um aumento da
intensidade do segundo pico e uma diminuigdo da intensidade do primeiro até que, na condicdo de
1 mol de CnACBP para 1,5 mol de oleoil-CoA, ja ndo séo detectados dois eventos endotérmicos,

mas apenas um com Tmax = 70 °C.

Em experimentos de DSC, a manifestacdo mais 6bvia dos efeitos do ligante na proteina é a
mudanca de Twm. Desta andlise qualitativa simples, inferimos que o segundo evento observado no
termograma da solucédo de proteina sem adicao de ligante deve estar atribuido a CnACBPs que ja
vém ligadas a LCFA-CoA presentes na E. coli e permaneceram ligadas apds o processo de
purificacdo. Portanto, os dois picos no perfil do termograma correspondem as desnaturagdes

distintas da proteina na forma apo e ligada.

Segundo o principio de Le Chatelier, quando qualquer ligante se ligar preferencialmente a
proteina na sua forma nativa ou enovelada, esta interacdo ira estabilizar o estado enovelado e a
desnaturacdo da proteina se tornara cada vez menos favoravel conforme a concentracdo do ligante
aumentar [65]. A partir de analises da Figura 43 e Tabela 9, podemos concluir mais uma vez que
o ligante estabiliza consideravelmente a estrutura da proteina deslocando o equilibrio da reacéo de
forma a desfavorecer a desnaturacdo, apesar do deslocamento de 10 °C na temperatura de melting
ser menor que o obtido por desnaturacdo térmica em CD. Outra conclusdo importante é que
condicéo preestabelecida de 1,5 mol de ligante para um mol de proteina é suficiente para garantir

que todas as proteinas se encontrem na forma ligada.
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Figura 43: Termograma de DSC ilustrando o efeito do ligante do oleoil-CoA na estabilidade térmica da proteina
CnACBP. Fonte: Elaborada pela autora.

Os parametros termodindmicos envolvidos no desenovelamento da CnACBP estdo
calculados na Tabela 9. A entalpia de van’t Hoff (AHv+) € uma estimativa da entalpia de transi¢do
independente baseada num modelo de transicdo de dois estados e estd relacionada com a
dependéncia da constante de equilibrio (K) com a temperatura [65]. Ela foi calculada apenas para
a razdo proteina/ligantes de 1:1,5 mol/mol, pois € a unica condicdo que nao envolve etapas
intermediarias na transicdo de fase. O parametro AHvn pode ser definido como a variagdo de
entalpia por mol de unidade cooperativa e a sua comparacdo com o0 pardmetro obtido
experimentalmente pode ser informativo [65]. Se o modelo escolhido estiver correto e envolver
uma transi¢do de dois estados, a razdo k = AHyn/AHcal estara relacionada com o estado oligomerico
da proteina. A partir desta razdo confirmamos que a proteina se mantém monomérica quando

ligada.
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Tabela 9: Parametros termodinamicos obtidos da andlise do termograma de DSC da transi¢do de fase da
CnACBP na presenca de diferentes concentractes do ligante oleoil-CoA.

Amostra Tmax1 Tmax,2 Cpmax AT AHcal AHvH k=
(°C) (°C) (kcal/mol/ (°C) (kcal/mo  (kcal/mo AHyH
OC) |) |) /AHcal
ACBP (80 uM) 60,7 74,5 9,6 8,8 113,8
ACBP / CoA _ 70,1 143 7.2 1155  116,0 1

1:1.5 (80/120 uM)

ACBP/CoA 1:1

(80/80 M) 61,4 70,4 12,8 6,5 119,5
ACBP / CoA 2:1

(80/40 uM) 60,7 71,2 10,1 15,1 117,6
ACBP /CoA5:1 60,7 72,5 8,3 8,5 109,3

(80/16 M)

A entalpia de van’t Hoff (AHn) foi calculada pela equacdo AHyn = 4R(Tmax)?Cemax/ AHcal, €M que R é a constantes dos
gases ideais (1.987 cal K™ mol™?) e Tmax é a temperatura absoluta em Cpmax. Fonte: Elaborada pela autora.

9.6 Experimentos de interacdo com mimeéticos de membrana biologica

Considerando a funcdo da ACBP de solubilizar ésteres de acil-CoA contidos na membrana
das células, surge o questionamento natural sobre a influéncia da bicamada lipidica no processo de
captura. Trabalhos publicados por diferentes grupos até hoje neste tépico ainda sdo muito
controversos e ndo apresentam uma analise dos fatores moleculares envolvidos na situacéo [38,59-
61]. Buscando preencher essas lacunas, foi realizado um estudo do efeito de diferentes miméticos

de membrana na estrutura e estabilidade da proteina.

Em uma primeira abordagem, foram monitoradas por CD as mudangas estruturais induzidas

na CnACBP pela presenga de moléculas anfipaticas com diferentes propriedades elétricas. Os



101

ensaios foram realizados para gradientes de concentracdo de SDS, um detergente carregado
negativamente; CTAB, com carga positiva e CHAPSO, sem carga, sendo preparada uma solugéo
de proteina para cada concentragdo de detergente. A exposicdo da CnACBP a meios com
propriedades distintas tem como objetivo avaliar quais dessas propriedades podem influenciar no

arranjo estrutural da proteina.

As trés moléculas estudadas tém propriedades surfactantes como os ésteres de acil-CoA,
mas cada uma delas apresenta uma composicdo de cargas especifica. A primeira conclusdo que
podemos tirar dos perfis na Figura 44 é que a estrutura da CnACBP ndo ¢ afetada pela presenca
do detergente sem carga, CHAPSO, que ndo causou alteracdo no espectro para nenhuma das
concentragdes experimentadas (antes ou depois de atingida a sua CMC de 8,0 mM). Por outro lado,
a proteina se mostrou sensivel tanto a presenca de carga positiva quanto negativa. Anteriormente,
Andersen & Otzen [66] ja haviam demonstrado que surfactantes ndo i6nicos tém preferéncia por
auto agregacdo a ligar-se a proteinas, mas que cadeias de sulfato de alquila ttm maior afinidade

pela ACBP do que por auto agregacao.

O CTAB, detentor de cargas positivas, € o primeiro a afetar a estrutura da proteina. Esse
fendmeno é observado mesmo na concentracdo de apenas 1,5 vezes a concentracdo proteica, a
mesma utilizada nos experimentos com LCFA-CoA. Quando sujeita a variacdo de concentragdo do
SDS, a ACBP apresenta uma mudanca estrutural mais gradual. No entanto, a proteina é afetada
apenas pelas moléculas em solugdo. Apds a CMC dos respectivos detergentes ser atingida, 0,92
mM parao CTAB e 8,2 mM para 0 SDS, ndo é mais possivel se observar mudanca estrutural mesmo
com o aumento da concentracéo total de detergente, como também ja foi observado por Andersen
et al [67]. A diferenca de sensibilidade ao CTAB e ao SDS pode estar relacionada com o

comprimento da sua cadeia carbdnica visto que as interaces hidrofébicas estabilizam o contato
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proteina—surfactante fazendo com que o poder desnaturante aumente com a cadeia alquila [66,67].
Considerando a distribuicdo de cargas da proteina, na qual existe uma predominéncia de residuos
com cargas positivas no sitio de ligacdo, enquanto o lado da proteina oposto ao sitio é repleto de
cargas negativa [66], ndo seria estranho que a proteina reagisse de alguma forma a mudancas
eletrostéaticas do meio. Isto também sugere que o detergente anidnico (SDS) sofrera interacdes

eletrostéticas com o sitio de ligacdo, preferencialmente.

Seguindo uma gradacdo de complexidade, passamos de micelas de surfactantes para
vesiculas de fosfolipidios. Os lipossomos foram preparados conforme descrito na se¢do 8.4 e a
adicao de proteina a solugdo respeitou a proporcdo 20 fosfolipidios por proteina. Ap6s essa mistura,
foram realizadas medidas com dois tempos de incubacéo, 30 min e 16 h. Também foram realizadas
desnaturacBes térmicas da proteina na presenca das diferentes composi¢cbes de mimético de

membrana (Figura 45).

Dos perfis de CD observados na Figura 45 e das respectivas desnhaturaces térmicas,
verificamos novamente que a CnACBP é mais afetada por ambientes eletricamente carregados. Na
presenca de lipossomos sem carga liquida deve ter ocorrido a precipitacdo de uma parte da amostra
evidenciado pela reducdo na intensidade do sinal apds a incubacdo por 16 h. Ndo é possivel
observarmos mudancas na estrutura secundaria devido a presenca de lipossomos zwiteriénicos, ou
mesmo compostos com 20 % de fosfolipidios carregados. Na presenga de lipossomos de POPG
(Figura 45 e), por outro lado, a mudancga na forma do espectro sugere que as cargas negativas

afetam a estrutura secundéria de imediato.
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Figura 44: Espectros da CnACBP na presenga dos detergentes SDS, dotado de carga negativa, CTAB, dotado
de carga positiva e CHAPSO, sem carga. a) os detergentes se encontram na concentragdo 12, 4 uM (1,5 vezes a
concentracdo de proteina); b) os detergentes se encontram na concentracdo de 1 mM; c) a concentragéo de cada
detergente é de 10 mM e d) comparagao entre o efeito do SDS para cada concentragéo experimentada. Fonte:

Elaborada pela autora.

Do ponto de vista termodinamico podemos constatar que as interacdes elétricas com a
bicamada lipidica reduzem a estabilidade da proteina. Ainda na Figura 45 observamos que as
vesiculas de POPC (b) e de POPC/POPG (d) néo alteram em nada a transicao do estado enovelado
para o desenovelado, mantendo o valor de Tm em 60 °C. Por fim, as vesiculas de POPG causam

uma desestabilizacdo da proteina reduzindo o valor de Tm em 20 °C.



104

a) b)

—— CnACBP
—— CnACBP + POPC (30 min)
—— CnAGBP + POPC (16 h)

=
[
k=
E
=-3
T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
(nm)
c) d)
25 ——CnACBP
] —— POPG/CnACBP (20/1)
20 4 —— POPG/CnACBP (20/1) ON
=
[}
=]
E
==3
T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
% (nm)
e) f)
30
j CnACBP
25 —— CnACBP + POPC/POPG (30 min)
1 ——CnACBP + POPC/POPG (16 h)
=
[
k=
E
=-3

T T T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 260
(nm)

Figura 45: Espectros de CD da proteina CnACBP na presenca de diferentes miméticos de membrana e suas
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respectivas desnaturacoes térmicas. a) e b) em POPC, c) e d) em POPG, €) e f) em POPC/POPG.
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A importancia da presenca de cargas para a captura e entrega do LCFA-CoA ja foi
brevemente descrita por Chao et al [38], apesar de Simonsena et al [59] relatarem que ndo existiria
interacdo eletrostatica entre proteina e membrana. Nos espectros da Figura 45 observamos
claramente um rearranjo de estrutura secundaria induzido pelas cargas de POPG (Figura 45 c).
Essa deformacdo na estrutura proteica pode significar uma facilitacdo para a interagdo com o ligante
causada pelas cargas da composicdo da propria Coenzima A, ou da membrana na qual estiver

inserido.

Buscando corroborar os dados obtidos por CD, as desnaturagdes foram monitoradas
também por DSC conforme descrito no item 8.2.3. O resultado dessas medidas esté explicitado na

Figura 46 e os parametros termodindmicos calculados na Tabela 10.
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Figura 46: Termograma de DSC ilustrando os efeitos dos miméticos de membrana POPC, POPG e
POPC/POPG na proteina CnACBP. A proporc¢ao utilizada foi de 20 fosfolipidios para uma molécula de
proteina. Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 10: Pardmetros termodinamicos obtidos através da anélise dos dados experimentais da proteina
CnACBP na presenca dos miméticos de membrana POPC, POPG e POPC/POPG utilizando o MicroCal Origin
software.

Amostra Tmax Cprmax AHcal
(°C) (kcal/mol/ (kcal/mol)
OC)
CnACBP 60,6 7,3 76,4
+ Oleoil-CoA 70,9 8,6 69,1
+ POPC 60,9 7,1 73,7
+ POPG 52,4 4,4 38,5
+ POPC/POPG 60,9 6,3 68,2

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados de DSC corroboram aqueles obtidos por CD de que a presenca de cargas
negativas na superficie do lipossomo afeta a estabilidade da CnACBP. A variacdo de Tm menos
pronunciada para as desnaturacbes em DSC do que para as desnaturacfes de CD pode estar
relacionada a diversos fatores. Um deles seriam efeitos cinéticos devidos a taxa de aquecimento na
qual as amostras sdo submetidas para cada um dos experimentos. Apesar da variagdo ser
praticamente a mesma, no experimento de CD existe um intervalo para que a amostra atinja o
equilibrio, enquanto as amostras no DSC sdo aquecidas continuamente. Considerando que ambas
as taxas sdo suficientemente lentas e que as transi¢cdes sdo quase estaticas, o outro fator que poderia
estar influenciando essa discrepancia nos resultados é a concentragdo de proteina utilizada para

cada experimento.

E curioso observar que na presenca das vesiculas de POPC e de POPC/POPG existe uma

reducdo significativa do segundo pico, aquele que foi atribuido as proteinas que ja vém ligadas a
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algum éster de acil-CoA desde a E. coli. Isto pode significar que a proteina ndo se encontre mais
ligada a essas moléculas, dando indicios de um mecanismo de entrega que seria menos notavel em
LUV de POPG, como descrito na referéncia [38], devido a concorréncias de cargas negativas dos

ligantes e das vesiculas.

9.7 Efeitos da CnACBP no comportamento de vesiculas lipidicas

Informacdes sobre alteracdes na dindmica dos modelos de membrana também podem ser
relevantes para compreensdao dos mecanismos de interacdo entre proteina e bicamada. Com
objetivo de examinar esse fendmeno, iniciamos um estudo do comportamento termotrdpico, atraves
de DSC, de vesiculas lipidicas compostas unicamente de DMPC e DMPG, e vesiculas compostas
da mistura DMPC/DMPG 5:1 mol/mol. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 47 e 0s

parametros calculados na Tabela 11.

As vesiculas apresentaram apenas um evento endotérmico no intervalo de temperatura
estudado, associada a transicdo da fase gel lamelar para a fase lamelar liquido-cristalina (fluida)
que acontece na temperatura (Twm) de 23 °C para vesiculas de DMPC e de DMPC/DMPG e de 22
°C para DMPG (Tabela 11). Esses valores estdo em concordancia com a temperatura de transicéo
de fase principal reportada na literatura [68] e sdo 0 motivo da escolha dessa composicao lipidica,

permitindo, assim, monitorar transicOes relativas as vesiculas sem afetar a estabilidade da proteina.

Analisando a Figura 47, podemos observar que a adi¢do da proteina altera drasticamente o
perfil da capacidade calorifica dos lipossomos de DMPG, sem alterar as propriedades das vesiculas
de DMPC e DMPC/DMPG, realgando, mais uma vez, mecanismos diferentes de interacdo da

proteina com vesiculas zwiteridnicas ou negativas. Com o intuito de quantificar o efeito da proteina
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no comportamento termotrépico dos lipossomos, os parametros termodindmicos importantes que

caracterizam a transicao de fase foram calculados (Tabela 11).
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Figura 47: Termogramas de DSC ilustrando os efeitos da proteina ChnACBP no comportamento termotropico

das vesiculas lipidicas unilamelares de a) DMPC, b) DMPG e ¢) DMPC/DMPG (5/1). Fonte: Elaborada pela
autora.

Em transicOes de primeira ordem, tal como a transicdo da fase gel para a liquido-cristalina, a
variacdo da energia livre de Gibbs (AG) na temperatura de transi¢cdo Twm € nula, portanto a mudanca

de entropia (AS) associada a transi¢do pode ser calculada diretamente da equacéo seguinte [69]:
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Tabela 11: Parametros termodinamicos obtidos através da andlise dos termogramas de DSC da transicdo de
fase de vesiculas constituidas pelos fosfolipidios DMPC, DMPG, DMPC/DMPG na auséncia e na presenca da
proteina CnACBP.

Amostra Tmax AT AHcal AS
(°C) (°C) (kcal/mol) (cal/mol K)

DMPC 23,2 1,3 4,26 14,4
+ CnACBP 23,1 1,3 4,15 14,0
DMPG 22,1 1,6 5,47 18,5
+ CnACBP 23,1 54 3,96 13,4
DMPC/DMPG 23,8 1,3 5,57 18,8
+ CnACBP 23,7 1,2 4,73 15,6

Fonte: Elaborada pela autora.

Mudancas no empacotamento lipidico das bicamadas causadas por agentes externos, levam
a alteracbes nos parametros termodinamicos dos lipossomos [69]. Com base nos parametros
calculados e apresentados na Tabela 11, averiguamos que o contato da CnACBP com as bicamadas
lipidicas ndo modificou fortemente a temperatura de transicdo de fase, contudo as variacdes de
entalpia das transicbes de fase comecam a ser significativamente alteradas mesmo para 0s
lipossomos de composi¢do mista. As alteracdes observadas na variacdo da entalpia de transigdo
(AH) (diminuigdo ~27 % em DMPG e ~15 % em DMPC/DMPG) conduzem a reducdo de entropia
(AS) em ~27 % e ~17 % dos lipossomos de DMPG e DMPC/DMPG, respectivamente, sugerindo
uma perturbacdo do ordenamento molecular microscopico de tal maneira a aumentar o

empacotamento global da bicamada.
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Em transicdes de fases, os fosfolipidios ndo transicionam independentemente uns dos
outros, mas em forma de aglomerados lipidicos. O grau de cooperacdo intermolecular em uma
vesicula durante a transicdo de fase pode ser indiretamente avaliado através da anélise dos valores
de AT12 (Tabela 11), sendo inversamente proporcional a este [69]. A proteina CnACBP né&o foi
capaz de alterar, também, este pardmetro das vesiculas de DMPC. E, apesar da mudanca entrdpica,
ndo alterou a cooperatividade de vesiculas de DMPC/DMPG. Em compensacdo, as vesiculas de
DMPG tiveram o seu ATy2 aumentado de 1,6 para 5,4 °C, implicando numa diminuicdo da

cooperatividade do sistema.

Para um estudo mais detalhado dos efeitos que a proteina causa no empacotamento da
membrana, foram feitas medidas de fluorescéncia que permitem monitorar as mudangas de

microambiente da sonda fluorescente ao longo da estrutura da bicamada.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas segundo descrito na sec¢do 8.3, buscando
monitorar o sinal gerado pelo fluor6foro NBD presente nas composicdes lipidicas na proporcéao de
0,5 mol % e localizado nas superficies polares da bicamada. Os lipossomos utilizados apresentavam
a composicdo POPC, POPG e POPC/POPG, e as condicOes testadas sdo de 20 e 50 mols de

fosfolipidios por mol de CnACBP. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 48.

Para todas as condicOes testadas é observada uma variacdo do rendimento quéntico do
NBD. Quando a proteina é adicionada a suspenséo das vesiculas zwiteridnicas de POPC, ha uma
supressdo da fluorescéncia, portanto uma diminuicao do rendimento quantico. Esse fenémeno esta
relacionado a uma exposicao do fluoréforo a um ambiente mais hidrofilico, onde 0s processos néo-
radioativos tais com ligagdes de hidrogénio dos grupamentos NH e NO2 da molécula de NBD com
0 atomo de oxigénio da cabeca polar dos fosfolipidios de POPC e com os atomos das moléculas de

agua da suspensdo competem com a emisséo de fluorescéncia [70]. Contrariamente, com a adi¢do
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da CnACBP a suspensdo de lipossomos de composi¢do mista, POPC/POPG, ou unicamente de
POPG, observamos um aumento no rendimento quéntico, significando uma mudanga no

microambiente do NBD para uma hidrofobicidade maior.
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Figura 48: Perfis de emissdo de fluorescéncia do NBD-PE nas diferentes composic6es de fosfolipidios: a) POPC,

b) POPC/POPG e ¢) POPG, na auséncia e na presenca de proteina com as proporc¢des de 20 e 50 mols de
fosfolipidio por mol de CnACBP. Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados obtidos para as vesiculas com maior presenga de cargas negativas sugerem a

adsorcdo da proteina a interface da bicamada, diminuindo a exposicdo do NBD ao solvente e
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colocando-o0 em contato com a proteina. Esta concluséo estd em concordancia com aquela obtida a
partir das medidas de DSC. No entanto, pela primeira vez foi possivel se observar interacdo entre
a CnACBP e lipossomos zwiteridnicos. Até o momento, dados de CD e DSC ndo acusaram
mudancas estruturais ou de estabilidade tanto da proteina quanto dos lipossomos com balanco de
cargas devido a efeitos reciprocos. A mudanga no microambiente do NBD, causada pela presenga
da proteina na solucédo, ndo esta associada a mudanga no empacotamento da membrana, portanto,

e ainda carece de estudos mais aprofundados.

9.8 Mecanismos de captura do éster de acil-CoA

Agora, buscando elucidar um eventual mecanismo de captura do éster de acil-CoA presente
nas vesiculas realizado pela ACBP, monitoramos a emissdo da sonda fluorescente de NBD
posicionada no final da cadeia acila do palmitoil-CoA. Desta vez, os lipossomos foram preparados
com 0,5 mol % de NBD-palmitoil-CoA e a proteina foi posteriormente adicionada a suspensdo. A

florescéncia do NBD foi monitorada antes e depois da adi¢cdo de CnACBP.

Na Figura 49 estdo os ensaios de fluorescéncia que buscam observar a captura do LCFA-
CoA de miméticos de membranas. Nos espectros podemos observar uma supressao da
fluorescéncia do NBD para todas as composi¢oes de bicamadas experimentadas. Esta mudanca na
intensidade de emissdo esta associada a uma maior exposi¢do da sonda ao solvente, mostrando que
a CnACBP foi capaz de sequestar o NBD-palmitoil-CoA dos lipossomos zwiteribnicos e
negativamente carregados, confirmando os resultados obtidos por Chao et al [38]. No entanto, esses
sdo apenas resultados preliminares que merecem um estudo mais aprofundado dos mecanismos que

levam a proteina a retirar o éster-CoA da membrana e incorporar na proteina livre em solucgéo.
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Figura 49: Espectros de emissdo de fluorescéncia do NBD-palmitoil-CoA associado as composi¢des de vesicula:
a) POPC, b) POPC/POPG e c¢) POPG, antes e ap0s a incubacao com a proteina CnACBP. Fonte: Elaborada
pela autora.
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10 Conclusao

Nesta parte do trabalho, tivemos como interesse a caracterizacdo inicial da proteina
CnACBRP e da sua interacao com ligantes LCFA-C0A, além de explorar os mecanismos de contato
da proteina com miméticos de membrana, estudando a influéncia de diferentes disposicGes de
cargas na superficie dos lipossomos para essa interacdo. Este estudo é apenas a base para um
entendimento mais profundo do papel da ACBP na interacdo com outras proteinas e no interior da

célula.

A expressdo da CnACBP foi bem sucedida e a purificacdo executada de forma eficaz. A
proteina adquirida se mostrou estavel, térmica e quimicamente, e 0 seu conteldo de estrutura
secundario foi condizente com aquele esperado para uma ACBP. Também foi mostrado que a
proteina se encontrava na sua forma funcional, ou seja, era capaz de ligar éster de acil-CoA com
alta afinidade. Apds essa confirmacao, foram feitos mais estudos de caracterizagdo da CnACBP na
presenca do ligante. Pudemos concluir que a interagdo com LCFA-CoA néo alterou o estado de
oligomerizacdo nem afetou o conteldo de estrutura secundaria da proteina drascticamente, mas
causou uma estabilizacdo na conformacéo proteica de até 15 °C na desnaturacéo térmica e 2 M de
ureia na desnaturacao quimica. Uma surpresa foi perceber que parte da proteina purificada j& vinha

ligada a ligantes presentes na E. coli desde o processo de purificacgao.

Para esclarecer questdes sobre o processo que envolvem ACBP e membranas bioldgicas,
foram feitos estudos de interagdo com miméticos de membrana com diferentes composi¢es. Em
modelos mais simples de micelas, ficou evidente a importancia da presenca de cargas nos efeitos
estruturais. A proteina também se mostrou sensivel apenas a moléculas detergentes livres em

solucédo e ndo aquelas em estado micelar. Em modelos mais elaborados de vesiculas grandes, foi
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evidenciado, mais uma vez, o poder da presenca de cargas de alterar e desestabilizar a estrutura
proteica. Curiosamente, experimentos de DSC na presenca dos lipossomos deram indicios de um

mecanismo de entrega do ligante as vesiculas zwiteribnicas.

Passando do monitoramento de alteracGes na estrutura proteica para analise de mudancas
na bicamada causadas pela presenca da CnACBP, concluimos, tanto por DSC quanto por
espectroscopia de fluorescéncia, que a incidéncia de cargas negativas promove a adsorcdo da
proteina na interface dos miméticos de membrana, aumentando o empacotamento das moléculas
de fosfolipidio que os compdem. Experimentos de fluorescéncia também deram evidéncias de
mecanismos de captura pela CnACBP do LCFA-CoA presente em todas as composi¢des de

membrana estudadas.
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