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RESUMO

CITADINI, A. P. Estudos da Dinamica Estrutural da Proteina Ligante de Calcio
S100A12 Humana e da Lisozima T4. 2011. 182p. Tese (Doutorado em Ciéncias)-
Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Séo Carlos, 2011.

O trabalho ora apresentado foi concebido como tendo dois objetivos. O primeiro,
mais geral, foi implementar uma nova metodologia para o estudo de mudancas
conformacionais em proteinas, ou seja, de sua dindmica estrutural. A técnica de
marcacao de spin sitio dirigida aliada a ressonéncia paramagnética eletrénica (SDSL-
RPE) sao os pilares desse novo método que faz, agora, parte do conjunto de técnicas
disponiveis no Grupo de Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas do Instituto de
Fisica de Sao Carlos (USP). O segundo obijetivo, mais especifico, representou o
caminho efetivamente tomado para que se alcancasse o objetivo geral. Para isso, foi
proposto o estudo da correlacédo estrutura e fungao de dois sistemas biol6gicos muito
interessantes. O primeiro deles envolveu o estudo do movimento das hélices que
compdem a estrutura da proteina ligante de célcio S100A12 humana (HS100A12)
induzido pelos ions calcio e zinco. Sabendo que a proteina S100A12 humana além
de ligar fons Ca*?, apresenta afinidade por outros metais divalentes, como os fons
Zn*? e Cu*?, e que a formacdo de diferentes oligdmeros da proteina é governada
pela concentracdo dos ions Ca™ e Zn*?, realizamos estudos espectroscépicos
utilizando a técnica de dicroismo circular a fim de investigarmos a estabilidade
térmica da proteina HS100A12 na presenca e auséncia dos ions calcio e zinco.
Mudancas conformacionais na estrutura da HS100A12 foram monitoradas através
da construcdo de uma série de mutantes (simples e duplos) em que residuos nas
hélices B, C e D foram trocados por cisteinas, subsequentemente marcadas com a
sonda magnética MTSSL e submetidas as analises de SDSL-RPE. Estas consistiram
na medida do espectro de RPE dos varios mutantes em temperatura ambiente para
estudarmos os efeitos da presenga dos ions sobre a dindmica experimentada pela
sonda nas diversas posicoes. Além disso, efetuamos medidas de distancia entre
duas sondas seletivamente inseridas na estrutura protéica, procurando assim
complementar o entendimento acerca do efeito da presenca dos ions sobre a
proteina. Por fim, devido ao fato da proteina HS100A12 estar envolvida em alguns
eventos de sinalizacdo celular e interacdo com o receptor para produtos de
glicosilagdo (RAGE), decidimos também, estudar a interacdo da proteina com



modelos de biomembranas, utilizando monocamadas de Langmuir. O outro
problema de interesse utilizou a lizosima do fago T4, uma proteina “padrao”, da qual
uma variedade de mutantes é produzida rotineiramente a fim de obtermos mais
detalhes a respeito da sua correlacdo estrutura e funcdo e tornar mais sélido o
entendimento da técnica SDSL. Inicialmente, realizamos um estudo com a suposta
criacdo de uma cavidade no “core” hidrofébico da porcdo C-terminal da enzima,
quando mutamos a Leu 133 por Ala e/ou Gly, ou seja, quando trocamos um residuo
grande por um de menor volume, pois se acredita que a proteina sofra um reajuste
estrutural com o intuito de preencher o espaco vazio criado por essa substituicao.
Para isso, propusemos estudar por SDSL o movimento da a-hélice H inserindo o
marcador de spin na posicao vizinha ao residuo mutado. Adicionalmente, realizamos
um experimento de “transmutacdo” com a enzima T4L, a fim de investigar a natureza
das contribuicbes para os diferentes modos dindmicos experimentados pelo
marcador de spin quando introduzido em sitios topologicamente semelhantes.

Palavras-chave: Marcacdo de spin sitio dirigida. Ressonéncia paramagnética
eletrdnica. Proteinas ligantes de célcio. S100A12 humana. Lisozima T4.



ABSTRACT

CITADINI, A. P. Structural Dynamics Studies of Human Calcium Binding Protein
S100A12 and T4 Lysozyme. 2011. 182p. Thesis (Ph.D.)- Instituto de Fisica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2011.

The work presented here was conceived with two main objectives. The first one,
more general, involved the implementation of a new methodology for the study of
conformational changes in proteins, i.e., its structural dynamics. The technique of
Site-directed Spin Labeling combined with Electronic Paramagnetic Resonance
(SDSL-EPR) are the pillars of this new method, which is now part of the set of
techniques available at the Grupo de Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas,
Instituto de Fisica de Sao Carlos (USP). The second objective, more specific,
represented the path actually taken to achieve the overall goal. Therefore, it was
proposed to study the structure-function correlation in two interesting biological
systems. The first involved the study of the movement of the helices that form the
structure of the human calcium binding protein S100A12 (HS100A12) induced by
calcium and zinc ions. Knowing that, besides Ca*?, human S100A12 has also affinity
for other divalent metals, such as Zn*? and Cu*? ions, and that the formation of
different protein oligomers is governed by the concentration of Ca*® and Zn*?, we
performed spectroscopic studies using circular dichroism (CD) to investigate the
thermal stability of protein HS100A12 in the presence and absence of calcium and
zinc. Conformational changes in the structure of HS100A12 were monitored by
producing a series of mutants (singles and doubles) in which residues in helices B, C
and D were replaced by cysteine and subsequently labeled with a magnetic probe
MTSSL and then analyzed via SDSL-EPR. The latter consisted of the EPR spectra
measurement of many mutants at room temperature to study the effects of the
presence of ions on the dynamics experienced by the probe in different positions. In
addition, we performed measurements of the distance between two probes inserted
in the protein structure, thereby, seeking to improve the understanding of the effect of
the ions presence on the protein. Finally, due to the fact that HS100A12 is involved in
some events of cell signaling and interaction with the Receptor for Advanced
Glycation End Products (RAGE), we also decided to study the interaction of protein
with models of biomembranes using Langmuir monolayers. In the other problem of
interest, we used a variety of mutants of the enzyme T4 lysozyme, a protein



“standard”, in order to obtain more details about its structure-function correlation and
make more solid the understanding of SDSL technique. Initially, we conducted a
study about the alleged creation of a cavity in the hydrophobic C-terminal portion of
the enzyme, when we replaced the Leu 133 by Ala and/or Gly, or when we changed
a large residue for a smaller one, because it is believed that the protein undergoes a
structural adjustment in order to fill the gap created by this substitution. For this, we
studied by SDSL the a-helix H motion, inserting the spin label in a neighbor position
of the mutated residue. Additionally, we performed an experiment of “transmutation”
with the enzyme T4L in order to investigate the nature of contributions for different
dynamic modes experienced by the spin label when it is introduced in topologically

similar sites.

Keywords: Site-directed spin labeling. Electronic Paramagnetic Resonance. Calcium
binding proteins. Human S100A12. T4 Lysozyme.
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1 Introducao

As proteinas sao moléculas com estruturas dindmicas que desempenham uma
variedade de funcbes importantes nas células de organismos vivos, incluindo seres
humanos. O entendimento sobre sua relagcdo estrutura-funcdo nos fornece
informacgdes essenciais para aplicagdes praticas nas areas de medicina, agricultura,
nutricdo e em industrias (1). Com isso, ha um intenso esforco em se investigar os
modos dinamicos de proteinas em seu estado nativo. Para tal, a unido entre
estruturas estaticas, obtidas a partir de cristalografia de proteinas, e técnicas que
devolvam o aspecto dinamico ao problema (como é o caso de espectroscopias
diversas) oferece uma oportunidade Unica para que se faga uma abordagem ampla
do problema de interesse.

Mudancas estruturais em proteinas entre duas diferentes conformacdes é um
processo dindmico que muitas vezes regula a atividade enzimatica ou a funcao
bioldgica da macromolécula e que tem sido observado para proteinas pequenas
através de varias técnicas experimentais, em particular, as de ressonéancia
magnética nuclear (RMN) e eletrdnica (RPE).

Acredita-se que ha uma hierarquia desses modos dinamicos (2, 3), onde a
proteina que se encontra em um determinado estado, consiste de varios subestados
conformacionais em equilibrio, com tempo de meia vida entre micro e milisegundos
cada um, antes de migrarem para outro subestado (mudanca conformacional) (4).
Esses subestados conformacionais sdo também chamados de subestados
taxonémicos porque, geralmente, ocorrem em pequena quantidade e possuem
tempo de vida suficientemente longo para serem descritos com detalhes
moleculares.

Por outro lado, cada subestado conformacional pode ser formado por um
conjunto de outros subestados, chamado de subestados estatisticos, que séo
numerosos e de vida curta, variando entre pico e nanosegundos. As transi¢cdes entre
esses subestados estatisticos correspondem a movimentos de alta frequéncia da
cadeia principal e lateral das proteinas (4), por exemplo, a abertura e fechamento de

uma “tampa” importante para a ligacéo do ligante na proteina (5).
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Dentre o0s métodos experimentais para se investigar alteracoes
conformacionais em estruturas de macromoléculas biolégicas que ocorrem nessa
escala de tempo, observamos um crescimento e consolidacdo da técnica conhecida
como marcacgao de spin sitio dirigida. O emprego da técnica de marcacao de spin
sitio dirigida aliada a ressonéncia paramagnética eletrénica (SDSL-RPE) a fim de
investigar a estrutura e dindmica de proteinas se deu apenas no final da década de
80 (6),com sua utilizagdo de forma mais corriqueira em diversos laboratorios
conseguida no final dos anos 90. Exemplos recentes incluem interacdes de diversas
proteinas com membrana biolégica (7, 8); bases estruturais da transducédo de
energia (9); mudangas conformacionais induzidas por Ca*? (10); mudancas
relacionadas com o movimento de dominios que controlam o acesso de substrato e
produto ao sitio ativo de enzimas (11) e mudancas ativadas por pH (12).

Contudo, no Brasil ainda esta sendo conduzido um esfor¢o para que a técnica
SDSL-RPE se estabeleca como uma ferramenta poderosa na analise
conformacional de proteinas, podendo ajudar a desvendar a relacéo entre estrutura,
dindmica e fungdo em situacdes diversas. Portanto, como um dos objetivos
primordiais do presente trabalho de tese tivemos a implementacdo da metodologia de
"site-directed spin labeling" no Grupo de Biofisica Molecular do Instituto de Fisica de
Sao Carlos (IFSC/USP).

Para isso, € proposto o estudo da correlagdo estrutura e funcao através da
técnica SDSL-RPE de dois sistemas bioldgicos muito interessantes. O primeiro deles
€ o0 estudo do movimento das hélices que compdéem a estrutura da proteina
S100A12 humana (HS100A12) induzido pelos ions calcio e zinco. O outro utiliza a
lizosima do fago T4, uma proteina “padrao”, da qual uma variedade de mutantes é
produzida rotineiramente, a fim de se obter mais detalhes a respeito da sua
correlacao estrutura e funcao e tornar mais solido o entendimento da técnica SDSL.

1.1 Ressonéancia Paramagnética Eletronica (RPE) de Sistemas Bioldgicos

A técnica de RPE é uma técnica poderosa, que faz uso de elétrons
desemparelhados presentes em diversos compostos. Como a maioria dos
compostos de interesse biolégico € diamagnética, ou seja, ndo possui elétrons
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desemparelhados, foi desenvolvido por Ohnishi e McConnell (13) o método do
marcador de spin, que se baseia na introdugcdo de um marcador ou molécula
repoOrter no sistema a ser estudado por RPE. Em geral, esse grupamento é o radical
nitroxido (N-O) ligado covalentemente a moléculas como fosfolipidios ou residuos de
cisteina em proteinas, para monitorar mudangas na vizinhanca do grupo repérter
(14, 15, 16).

A técnica de “Site-Directed Spin Labeling” ou marcagao de spin sitio dirigida,
aliada a ressonancia paramagnética eletrénica (SDSL-RPE), surgiu como uma
ferramenta bastante promissora na determinacdo de estruturas de proteinas em
nivel da cadeia polipeptidica. Tanto proteinas sollveis quanto aquelas presentes em
membranas e de peso molecular arbitrario sdo passiveis de estudo por SDSL com
concentragdes de amostra na ordem de 100 pmol (17,16).

A estratégia da SDSL envolve a introducdo de um radical nitroxido em uma
posicao especifica da proteina e uma mutagéo sitio dirigida € normalmente usada
para esse fim, sendo um residuo nativo trocado por um de cisteina, para a posterior
reacao do seu grupo sulfidrilico com um marcador de spin adequado (Figura 1). Até
hoje, o reagente metanotiosulfonato (MTSSL), que gera a chamada cadeia lateral
R1, tem sido o mais utilizado para fins de SDSL, embora outros tipos também ja
tenham sido empregados (16). Perturbagdes no enovelamento, estabilidade térmica
ou funcional devido a introducao do marcador de spin parecem nao ser um problema
limitante para a maioria dos casos investigados (16, 17, 18).

A partir de uma cadeia lateral contendo um radical nitroxido podemos obter
informacdes como: parametros de acessibilidade, I1, que é determinado a partir da
frequéncia de colisdo entre o nitréxido e um reagente paramagnético em solugéo e
que, por sua vez, € proporcional a acessibilidade do solvente a determinada cadeia
lateral; mobilidade da cadeia lateral; topografia da cadeia polipeptidica (18, 19, 20);
podemos identificar estruturas secundarias regulares e sua orientacdo dentro da
proteina (18); medir a distdncia entre dois sitios marcados (21); identificar sitios
onde existam interacdes entre estruturas terciarias e investigar mudancas estruturais

em funcao do tempo dos parametros acima (22, 23, 24).
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Figura 1- Reacao através da qual é obtida a proteina marcada com MTSSL. A cadeia lateral marcada é
denominada R1. Figura adaptada de Frazier et al, 2002 (25).

1.1.1 Dindamica do Marcador de Spin

O movimento da cadeia lateral contendo o radical nitroxido (R1) em uma escala
de tempo entre picosegundos e nanosegundos resulta em relaxagdo magnética que
determina o espectro de RPE. Com isso, informagdes da dinamica da proteina que
ocorre nessa escala de tempo sdo obtidas por SDSL através da forma da linha
espectral, que resulta da superposicdo de trés movimentos executados pela
estrutura protéica: rotacdo da proteina inteira (“tumbling”), rotacdo em torno das
ligacbes que conectam o nitroxido a cadeia principal da proteina e movimento local
da cadeia principal onde esté o nitréxido.

Entretanto, as informagdes buscadas por SDSL sdo obtidas apenas pelos
movimentos em torno das ligagcdes que conectam o nitroxido a cadeia principal e o
movimento da cadeia principal da proteina. O movimento rotacional da proteina
como um todo é uma constante para as cadeias laterais de todos os residuos na
estrutura da proteina nativa. A contribuicdo desse movimento para o espectro de
RPE é pequena no caso de proteinas de massa molecular elevada ou pode ser
reduzida, no caso de estruturas pequenas, através do artificio de se fazer as
medidas de RPE em solvente contendo, por exemplo, 30% de sacarose (aumento
da viscosidade do meio). Esta é a condigdo ideal de trabalho ja que n&o nos
interessa 0 movimento de “tumbling” da proteina inteira, mas sim flutuacdes locais
de sua cadeia principal.

O tempo de correlacdo, 1, que estd associado ao movimento em torno das
ligacGes que conectam o nitroxido a cadeia principal, depende tanto da estrutura do
marcador de spin (tamanho da cadeia lateral), quanto das estruturas primaria,
secundaria e terciaria da proteina, ao passo que o tempo de correlagdo associado
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ao movimento da cadeia principal, tg, € determinado pela flexibilidade do segmento
de cadeia principal em estudo.

Rotacbes da cadeia lateral R1 acontecem em torno das ligagées entre o grupo
N-O e a cadeia principal (Figura 2A). Essas ligagdes formam angulos arbitrarios
entre si, 0 que torna muito dificil o ajuste dos espectros experimentais aos modelos
usualmente empregados em simulacao espectral, ja que estes envolvem, em geral,
movimentos em torno de eixos mutuamente ortogonais. Sendo assim, uma
descricao semiquantitativa acabou por tornar-se comum para analise dos espectros
obtidos e que permite interpretar os dados experimentais em termos da relacéao
mobilidade da cadeia lateral e estrutura protéica. O termo mobilidade é usado com
um significado mais geral para incluir efeitos de ordenamento molecular e taxa de
movimento. Assim, um estado de baixa mobilidade pode se dever tanto a uma
situacdo de movimento de grande amplitude e baixa taxa de difusdo quanto a um
movimento restrito executado com alta freqiiéncia (26).

(b)

X,

Figura 2- Estrutura quimica do radical nitroxido. (a): Estrutura da cadeia lateral R1 indicando os angulos
diédricos 1 a xs. (b): Estrutura da cadeia lateral R1 localizada em residuo na superficie de hélice a.
Esta conformagéo indica que rotagdes moleculares sdo feitas em torno dos angulos diédricos x4 € s.

As linhas pontilhadas indicam os eixos em torno dos quais essas rota¢cdes ocorrem. Figura adaptada
de Pistolesi et al, 2006 (27).

A referida descricdo semiquantitativa envolve uma andlise da dinamica
experimentada pela cadeia lateral R1 nos sitios de interesse da proteina. Como ja
dito, esta dindmica se reflete na forma de linha do espectro de RPE de uma maneira
dependente da estrutura local experimentada pela sonda paramagnética. A relacao
entre estrutura local e dindamica pode ser resumida pelos espectros tipicos
mostrados na figura 3. Neste caso, os espectros se referem ao marcador MTSSL em
regides de loop, de superficie de hélice, de contatos terciarios e sitios enterrados na
estrutura da lisozima T4 (18). A classe englobando sitios em contatos terciarios é a
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que possui maior grau de heterogeneidade no que diz respeito a forma de linha dos
espectros e mobilidade da cadeia lateral porque tanto o grau de contatos estéricos
quanto a mobilidade da cadeia principal mudam com a posicao do sitio. Neste ponto,
cabe definir o que entendemos por sitios em contatos terciarios (ou sitios em
interacoes terciarias) como sendo sitios nos quais a substituicdo com a cadeia R1
cria conflitos estereoquimicos com atomos das cadeias laterais ou da cadeia
principal de residuos adjacentes na estrutura tridimensional (18, 28). Portanto, sitios
envolvidos em contatos terciarios podem apresentar espectros que variam desde
aqueles obtidos para sitios enterrados até espectros vistos para sitios em superficies
de hélices. A figura 3 mostra, portanto, como medidas de RPE podem distinguir a

dindmica de diferentes elementos de estrutura secundaria.

130 ~ / S
Tertiary | /
Contact

Figura 3- Mudangas na forma de linha de RPE em fungéo da estrutura local onde se encontra o marcador de
spin. Figura adaptada de Mchaourab et al, 1999 (28).
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2 Obijetivos

O objetivo deste trabalho foi implementar, utilizando de forma intensiva e em

diferentes vertentes, a metodologia de marcagédo de spin sitio dirigida no Grupo de

Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas do Instituto de Fisica de Sao Carlos (USP).

Para tal, realizamos estudos estruturais e funcionais das proteinas S100A12

humana (HS100A12) e lisozima do bacteriéfago T4 (T4L). Os objetivos especificos

foram:

Estudos por SDSL para medidas de distancia entre duas hélices da proteina
HS100A12 que se movimentam quando da ligagdo com os ions calcio e
zinco.

Estudos da mudanca conformacional experimentada por uma hélice
especifica da proteina HS100A12 na presencga dos ions calcio e/ou zinco
utilizando a técnica de marcagao de spin sitio dirigida (SDSL).

Estudos por SDSL para investigacao da suposta criacdo de uma cavidade
no “core” hidrofébico da por¢do C-terminal da enzima T4L quando trocamos
um residuo grande por um de menor volume.

Estudo da interacdo entre as cadeias laterais do marcador de spin e dos
residuos vizinhos de uma dada hélice da lisozima do fago T4 com o intuito
de consolidar a técnica SDSL e acrescentar informagdes no banco de dados
de SDSL de proteinas, isto €, uma biblioteca que possibilita a correlacado da
forma da linha do espectro com a estrutura de proteinas.

Adicionalmente, como objetivos secundarios, mas ndo menos importantes,

realizamos:

Estudos da estabilidade estrutural da HS100A12 recombinante e seus dos
mutantes com o uso da espectroscopia de dicroismo circular, avaliando o
papel exercido pelo fons Ca™ e Zn*? sobre a estabilidade estrutural da
proteina.

Investigagcdo da interacdo da proteina HS100A12 com fosfolipidios

utilizando monocamada de Langmuir como modelo de membrana.
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3 Materiais

Nesta secdo estdo listados os materiais e equipamentos utilizados na

realizacdo de todos os experimentos apresentados neste trabalho.

3.1 Materiais e Equipamentos

Termocicladores Robocycler® 40 (Stratagene), Mastercycler (Eppendorf) e
Veriti 96 Well- Applied Biosystems

Transiluminador BioAgency

Sequenciadores automatico ABI Prism 3100 Genetic Analyser (Hitachi) e
ABI Prism 377-96 Collection (Applied Biosystem)

Sistema para eletroforese Bio-rad e PhastGel

Centrifuga refrigerada Sorval modelo 5B e RC5C, centrifuga refrigerada
Eppendorf modelo 5804R e centrifuga de bancada Eppendorf modelo
5414D

Agitador refrigerado Forma Scientific

Sonicador Fisher Scientific modelo 500

Sistema para cromatografia de baixa pressdo AKTA Purifier (GE Healthcare)
Espectrofotdmetros Hitachi modelos U-2001 e U-2801

Concentradores Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices (Milipore)

Cubeta retangular de quartzo — caminho 6tico de 0,1 cm

Espectropolarimetro modelo J-720 (Jasco) equipado com banho de agua

(TC100) e controlador de temperatura Jasco PFD 425S

Espectrometros de RPE modelo E109 (Varian) operando em modo de onda
continua e equipado com ponte de microondas em banda X (9,5 GHz) e
Bruker ESP300, equipado com uma cavidade de alta sensibilidade
Controlador de temperatura VT Controler E257-X (Varian)

Sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker, Rheinstetten, Germany)
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e (Cela chata de quartzo Avanti
e Cuba de Langmuir Mini- KSV (KSV Instruments, Finlandia) equipada com
um sensor que determina a tenséo superficial (método Wilhelmy)

e Capilares de vidro (VitroCom Inc., Mountain Lakes, NJ).

3.2 Reagentes e Resinas

Os reagentes utilizados para reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
oligonucleotideos, enzimas de restricdo BamHI, Hindlll, Ncol e Ndel e seus
respectivos tampdes foram obtidos da Invitrogen Life Technologies (EUA). A enzima
Pfu Turbo DNA polimerase, tampao Pfu, foram obtidos da Fermentas (Canada). A
enzima T4 DNA Ligase foi adquirida da Promega (EUA). Os quites para extracao de
DNA “Kit QIAquick Gel Extraction’, “Kit QIAquick PCR Purification” e “kit QIAprep
Spin MiniPrep” foram adquiridos da Qiagen. Os oligonucleotideos especificos
(primers) foram obtidos da Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, EUA).

As linhagens de Escherichia coli (E. coli) utilizadas nos experimentos de
clonagem e expressao foram DH5a, XL1, BL21(DE3) e Rosetta obtidas da Promega
e Novagen (San Diego, CA, EUA). O antibiético ampicilina e o indutor isopropil-p-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) foram comprados da Calbiochem (La Jolla, CA, EUA).

As colunas cromatogréficas HiTrap SP HP, HiTrap™ Desalting, Hiprep Fenil-
Sefarose FF e Superdex 75 10/300 GL, géis PhastGel- Gradiente 8-25 e tampéo
PhastGel SDS Buffer Strips foram comprados da GE Healthcare (Uppsala, Suécia).
Os reagentes Tris, MOPS, NaCl, MgCl,, CaCl,, ZnCl,, acrilamida, NaOH, HCI,
glicerol, B-mercaptoetanol, acido acético, agarose, acido etileno diamino tetracético
(EDTA), fluoreto de fenilmetano sulfonila (PMSF), brometo de etideo, cloroférmio,
acetonitrila, DL-ditiotreitol (DTT), meio de cultura Luria-Bertani (LB), albumina do
soro bovino (BSA — 66 kDa), ovalbumina (OVA — 43 kDa), anidrase carbbnica (ACB
— 30 kDa), inibidor de tripsina de soja (ITS - 20,1 kDa), e citocromo C (cit C - 12,4
kDa) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich Chemical (EUA). O marcador de spin
MTSSL ((1-oxi-2,2,5,5-tetrametilpirrolina-3-metil)metanetiosulfonato) foi comprado da
empresa Toronto Research Chemicals (Canadd).
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Os fosfolipidios DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil colina) e DPPG
(1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil glicerol) foram adquiridos comercialmente da

empresa Avanti Polar Lipids (Alabaster, EUA).
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4 As Proteinas Ligantes de Calcio (CaBP- ‘“Calcium_Binding

Protein™)

O calcio é um dos mais importantes, se ndo o mais importante metal para a
vida de todos o0s organismos, pois controla processos vitais que englobam desde
mineralizacdao dos 0ssos a sinalizagao celular. Ele interage com um grande numero
de proteinas, mas a variedade de configuragdes com sitios de ligacao de calcio é
quase limitada. O mais comum entre estes é o motivo “EF- hand” (Figura 4).

EF-Hand Motif
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Figura 4- Estrutura do motivo “EF-hand” de proteinas ligantes de Ca*? com o ion calcio em vermelho.
Figura adaptada de Bhattacharya et al, 2004 (29).

O termo “EF-hand” foi criado por Kretsinger e Nockolds (30) ha 25 anos para a
descricao grafica do motivo ligante de calcio observado na parvalbumina, uma
pequena proteina ligante de célcio isolada do musculo de carpa. Foi uma 6tima
escolha do nome, pois ele descreve nao somente o0 enovelamento do polipeptidio,
mas também o potencial movimento que é induzido pela ligacdo do célcio (Figura
5A). Desde entdo, esse motivo estrutural foi encontrado em um grande numero de
familia de proteinas, com 66 subfamilias conhecidas até hoje (31). Na grande
maioria de proteinas que foram estudadas, o motivo certamente liga o calcio ou, em
alguns casos, 0 magnésio (32, 33, 34).

As fungdes das proteinas que possuem o motivo “EF-hand” sdo tdo diversas
quanto: tamponamento do calcio no citosol, homeostase (29), transducao de sinal
entre compartimentos celulares (35), exocitose, metabolismo, transcricéo, fertilizacao
e proliferacdo celular e contracdo muscular (36). Esse motivo estrutural, que pode

acomodar tanto o ion célcio, como o0 magnésio com pequenas diferengas na
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afinidade e na variacao induzida pela mudang¢a conformacional (37), € adotado de
uma maneira muito pragmatica pelas bactérias (38), sempre que uma ou outra
caracteristica seja vantajosa.

O classico “EF-hand” ¢ um motivo do tipo hélice-loop-hélice, caracterizado pela
sequéncia de 12 residuos com o padrdo XeYeZe—Ye—Xee—Z onde X, Y, Z,-X,-Ye -2
séo os ligantes que participam na coordenacao do metal e os pontos representam os
residuos entre eles (Figura 5B) (39). Essa sequéncia forma um loop que pode
acomodar calcio ou magnésio, diferindo apenas na formacao geométrica: magnésio
€ usualmente ligado por seis ligantes em um octaedro, enquanto sete ligantes do

vértice de uma piramide pentagonal coordenam o caélcio.

p L 7

(A) (B)

Figura 5- Motivo “EF-hand”. (A): Representacéo esquematica do motivo. A hélice E é representada pelo dedo
indicador, enquanto a hélice F é representada pelo polegar da mao direita. Quando o Ca* se liga, a
hélice F se move de uma conformacao “fechada” (cinza claro) para uma conformagéo “aberta” (cinza
escuro). (B): geometria da ligacdo do Ca*® com a proteina. Nas posicées X e Y, encontram-se
normalmente cadeias laterais de &cido aspartico ou asparagina; na posi¢do Z encontram-se cadeias
laterais de &cido aspartico, asparagina e serina e o oxigénio da carbonila do peptideo encontra-se em

—-Y. =X normalmente é uma molécula de agua e —Z é um ligante bidentado, acido glutamico ou acido
aspartico. Figura adaptada de Lewit- Bentley et al, 2000 (39).

A unidade estrutural/ funcional basica das proteinas ligantes de calcio € um par
de motivos “EF-hand” (30) que juntos formam um dominio de quatro hélices estavel
(Figura 6) (40, 41). O pareamento dos motivos “EF-hand” permite cooperatividade na
ligacdo dos ions Ca*?, que é essencial para o fornecimento de uma resposta clara,
mesmo sob uma variagao relativamente modesta na concentracdo do Ca*? durante a
sinalizagdo (42). Estudos mostram que todo dominio “EF-hand” deve ser tratado
como uma unidade Unica, globalmente cooperativa (40, 41). Com isso, para se
entender a transducdo do sinal de calcio por proteinas “EF-hand” é também



HS100A12 47

importante reconhecer se a afinidade por Ca*?, respostas conformacionais devido &
ligacdo com ions e interagdo com moléculas alvos sdo energeticamente favoraveis
(43). Muitas proteinas do tipo “EF-hand” possuem mais de um Unico dominio “EF-
hand” e as variagdes estruturais quanto a organizacao desses dominios contribuem
significativamente para a seletividade de moléculas alvos e para a diversidade de
fungbes dessas proteinas.

.
)

>

Figura 6- Estrutura do dominio “EF-hand” de proteinas ligantes de Ca*? com o ion calcio em vermelho.
Diferentes cores sdo usadas para distinguir os parres “EF-hand”. Figura adaptada de Bhattacharya, et
al, 2004 (29).

4.1 Proteinas da Familia S100

As proteinas pertencentes a familia S100 sdo pequenas proteinas “EF-hand”
de ligacdo com calcio com peso molecular entre 10 e 14 kDa. O nome S100 foi
introduzido porque varias proteinas desse grupo eram soluveis em 100% de sulfato
de amonia.

O primeiro membro dessa familia foi identificado como uma mistura n&o
fracionada das proteinas S100B e S100A1, que foram isoladas de cérebro bovino e
definida como especifica do cérebro (44). Varios anos depois, descobriu-se que a
proteina S100 de cérebro bovino consistia de duas proteinas estritamente
relacionadas (S100B e S100A1) (45, 46) e ndo eram, de fato, especificas do cérebro
(47).A analise da sequéncia indicou que a S100B e S100A1 eram proteinas que
ligavam Ca*? em um motivo “EF-hand” (45, 46), estruturalmente relacionadas com as
proteinas de ligacdo de calcio “EF-hand” j& conhecidas, como as calmodulina,
troponina C e parvalbumina (48).
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Até o momento, aproximadamente 25 membros da familia de proteinas S100
foram identificados em humanos, formando a maior familia de proteinas ligantes de
calcio pertencentes a superfamilia “EF-hand” (49). Quase todas as proteinas S100
tendem a formar dimeros, considerados como essenciais para suas fungdes e
ligagdes com alvo (50, 51, 52). As excecbes encontradas para isso sao: a
monomérica calbindina Dok, que possui um papel de tamponamento de calcio (53) e
p260lf, que é uma molécula de cadeia Unica consistindo de dois dominios quase
idénticos aos encontrados nas proteinas S100 (54, 55). Adicionalmente, temos
também como excec¢des duas proteinas com alto peso molecular, que sao proteinas
associadas a filamentos intermediarios precursoras de profilagrina (56) e tricoialina
(57) e que possuem dominios como os encontrados nas proteinas S100. Em alguns
casos, as proteinas S100 podem formar também, heterodimeros. Por exemplo,
S100B € encontrada no cérebro na forma dimérica (80%) e heterodimérica (20%
S100B + S100A1) (58).

O numero de estruturas cristalograficas de proteinas da familia S100 esta
crescendo rapidamente. Atualmente, encontram-se aproximadamente coordenadas
atbmicas de oitenta estruturas depositadas no Banco de Dados de Proteinas
(Protein Data Bank —PDB, http://www.pdb.org/pdb/home/home.do), sendo elas
correspondetes as formas protéicas apo ou na presenca de diferentes ligantes:
Calbidina D¢k bovina (59), Calcilclina de coelho (60), Calprotectina (S100A8/
S100A9) (estrutura submetida), S100P humana (61), S100B bovina (62), S100B de
humana (63), S100A1 de rato (64), S100A2 (65), ST00A3 humana (66), S100A4
(67), S100A5 (68), S100A6 humana (69), S100A7 humana (70), S100A8 humana
(71), S100A9 (72), S100A10 humana (73), S100A11 humana (52), S100A12 humana
(74, 75), S100A16 humana (76) e S100A13 humana (77).

Nas proteinas da familia S100, os dois motivos ligantes de Ca*® do tipo “EF-
hand” possuem caracteristicas diferentes. O motivo N-terminal (EF-1) é composto
por duas a-hélices (A e B) ligadas por um “loop” ligante de calcio (LI); o segundo
motivo, C-terminal (EF-2), possui as hélices C e D ligadas por um “loop” ligante de
calcio (LIIl); os dois motivos “EF” sdo conectados por um “loop linker” LI, chamado
de hinge (Figura 7).
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Figura 7- Representacao esquematica da estrutura secundaria de uma proteina S100. Cada “loop” ligante
de Ca*® (LI e LIll, no meio do N- e C- terminal, respectivamente) é conectado por a-hélices (Ae B, C e
D). A regiao “linker” conecta as hélices B e C, dos motivos EF-1 e EF-2, respectivamente. Figura
adaptada de Donato, et al, 2001 (78).

O motivo N-terminal ligante de Ca* (EF-1), caracteristico de proteinas da
familia S100, é uma regiao rica em aminoacidos basicos, com uma sequéncia de 31
residuos (14 residuos no “loop” que liga Ca™) com o Ca*? ligado principalmente
através dos atomos de oxigénio carbonil da cadeia principal (79). EF-1 tem baixa
afinidade pelo calcio quando comparada com a calmodulina e troponina C e mais
ainda quando comparada com EF-2 das proteinas S100. Sua conformacao quase
nao é alterada quando ocorre a ligacao do célcio (80).

Por outro lado, o motivo C-terminal ligante de Ca*® (EF-2), que contém um
“loop candnico”, € muito similar ao motivo “EF-hand” da calmodulina (81), troponina
C (82) e parvalbumina (83). Assim como elas, ele apresenta alta afinidade pelo Ca*?
e sofre mudangas conformacionais significativas apés ligagcado com o ion. O motivo
EF-2 contém 29 residuos, sendo doze deles do “loop candnico” que liga Ca*? (84).
No EF-2, o Ca™ é ligado por cinco atomos de oxigénio de cadeias laterais, um
atomo de oxigénio carbonil da cadeia principal € uma molécula de agua.
Provavelmente, a diferenca na estrutura e na afinidade pelo ion Ca™ dos dois
motivos “EF-hand” contribui para a funcao de regulagao do calcio na célula (85, 69).

Uma grande mudanca conformacional na proteina é induzida pela ligacdo do
célcio, passando da conformacdo “fechada” para “aberta”, expondo assim sua
superficie hidrofébica e interagindo com moléculas alvos, receptores extracelulares e
outras proteinas (86).

A identidade sequencial entre as proteinas S100 esta entre 35 e 45%, com a
regiao de menor identidade sequencial entre as hélices B e C, chamada de “hinge”
(Figura 6) (75). Baseado nessa baixa conservacado da sequéncia, se propbe que o
“hinge” seja o responsavel pela especificidade no reconhecimento da molécula alvo,
como por exemplo, nas estruturas da S100 complexada com peptideos alvos, onde
esses peptideos estdo localizados entre o “hinge” e o C-terminal da hélice D
(52,73,75).
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Com a ligacao do calcio hd um movimento significativo na hélice C da proteina,
expondo assim uma superficie hidrofébica constituida de residuos presentes na
regiao “hinge”, hélice C e C-terminal. A interface de dimerizagdo é formada pelas
hélices A e D de cada uma das subunidades monoméricas e o conjunto das quatro
hélices envolvidas na dimerizacao é altamente similar nas proteinas S100 apo (sem
ion) e com calcio (Figura 8). Contudo, hd uma diferenga significativa entre as
estruturas desses dois estados e isso provavelmente explica porque as estruturas da
proteina na presencga de célcio ndo foram resolvidas com sucesso por modelos de

substituicdo molecular a partir dos dados da estrutura apo (65,66,69).

Figura 8- Dimero da HS100A12 nativa, indicando as hélices A e D de cada mon6émero.

Uma caracteristica adicional das proteinas S100 € a afinidade que podem
apresentar por outros metais divalentes, como os fons Zn*? e Cu*?, sendo os sitios
de ligagdo para estes, distintos dos sitios de ligacdo para o Ca*. A ligacdo destes
ions divalentes pode desempenhar um papel importante na quimiotaxia e
homeostase de ions toxicos para células (29).

Algumas proteinas da familia S100 influenciadas pelo fon Zn*® tem sua
afinidade pelo fon Ca*® afetada e essa afinidade por diferentes ions divalentes
contribui certamente para a diversidade funcional observada para proteinas S100.
Ha um grande interesse sobre o papel do fon Zn*? na funcionalidade das proteinas
S100, com varios estudos sugerindo mecanismos para a regulacdo de zinco,
incluindo interacées dependentes de zinco da proteina S100B com proteinas T,
formacao de heterotetrameros das proteinas S100A8/ S100A9 induzida pelo zinco e
inibicao da sinalizagao do calcio pelo zinco em proteinas S100 (87).

Embora muitas fungdes tenham sido propostas para proteinas S100, o seu
papel bioldgico permanece obscuro. Ha muitas evidéncias de que as proteinas da
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familia S100 participam do crescimento e diferenciagédo celular, estando associadas
ao desenvolvimento de tumores e a inducdo de metastase, atuando em processos
inflamatérios e, ainda, possuindo atividades antiparasitaria, antifingica e

antimicrobiana.

4.2 S100A12 Humana (HS100A12)

A proteina S100A12 humana, também chamada de Calgranulina C, € um dos
25 membros da familia S100 de proteinas “EF-hand” ligantes de calcio. A proteina
HS100A12 foi caracterizada por Guignard et al. (1995) (88) e ap6s 6 anos sua
estrutura cristalografica na presenca de Ca*? foi determinada por Moroz et al. (2001)
(74). Ela é uma proteina pequena, de baixo peso molecular (10,5 kDa), sem
residuos nativos de cisteina, o que a torna alvo ideal para estudos pela técnica de
marcacao de spin sitio dirigida (ver secao 1.1.) e possui proteinas homélogas em
granuldcitos de porco (89, 90) com identidade sequencial de 70% (Figura 9).
[ — . hd ~ - o > “et
CAGCPorco HTKLEDHLEGIINIFHOYSYRLGHYDTLIKRELEQLITKELPHTLKHTKDOGTIDKIFONLDANGDEOYSFKEFVYYLYTDYLITAHDNIHKE

CAGCHuman HTKLEEHLEGIYHIFHOYSYREKGHFOTLSKGELEOLLTKELARTIKHIKDKAYIDEIFOGLDAROGDEQYDFOEFISLYATALKAARHYHTHKE
Consensus HTKLE#HLEGI!NIFHOYSYRLGHEDTLAKrELKOLATKELaHTiKHiKDqat IDeIFQnLDAHQDEQYAFqEF ! sLYadal iafHdniHKE

Figura 9- Alinhamento sequencial entre CAGC humana (HS100A12) e CAGC porcina. Alinhamento e figura
foram feitos utilizando o programa MULTALIN (91).

A HS100A12 juntamente com S100A8 e S100A9 pertence a subfamilia das
Calgranulinas, que s&o expressas exclusivamente em granulocitos e sao
relativamente abundantes neste tipo de leucécito (92). Foi observado que a
S100A12 é necessaria para o funcionamento apropriado dos granulécitos e forte
evidéncia para isso é sua abundancia nas células e sua resposta muito especifica
para a sinalizacdo do célcio quando a proteina se move do citosol para o
citoesqueleto e membranas (93).

Novas informacodes sobre o possivel papel biolégico da S100A12 foram obtidas
estudando-se a ativagao do receptor para produtos de glicosilacao (“Receptor for
Advanced Glycation End Products”- RAGE), que possui envolvimento com
crescimento e propagacao de tumores, sendo que a interagdo com esse receptor
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parece desempenhar uma funcéo crucial em inflamacdes relacionadas a S100A12
(94, 95). Sabe-se também que a HS100A12 liga-se a drogas antialérgicas (96),
indicando que esta também envolvida em eventos e caminhos de sinalizagao
diversos.

O enovelamento do monémero da S100A12 humana (Figuras 8 e 10) é
semelhante a outras estruturas conhecidas para proteinas S100, ou seja, dois
motivos “EF-hand” unidos (v. secdo 4). Como a maioria das proteinas da familia
S100, a HS100A12 é um dimero em solucdo, com a interface entre as duas
subunidades unidas por interacdes hidrofébicas. A analise de dados estruturais do
complexo S100-moléculas alvo indica que a dimerizacdo é essencial para o
reconhecimento da molécula alvo pelas proteinas S100. A comparacao estrutural e
das sequéncias primarias das proteinas S100A10-anexinall e S100A11-anexinal
com HS100A12 sugere que a regiao de ligacdo da HS100A12 com moléculas alvo é
formada pelo “loop” LIl e a regidao C-terminal de uma subunidade e a regidao N-
terminal da outra subunidade do dimero. A comparagdo mostra que os residuos Glu
4 e Glu 8, encontrados na regiao N-terminal, estdo na mesma conformacdo que no
complexo S100A10 e S100A11 e s&o altamente conservados na familia S100,
particularmente nas calgranulinas, sugerindo que esses residuos participam da
ligacdo do alvo com as proteinas S100 (74).

Como ja mencionado na secao 4.1., muitas proteinas S100 apresentam sitio de
ligacdo para os ions Zn*? e Cu*?, essenciais para muitos processos bioldgicos. Um
Unico sitio de ligacdo para o Zn*? por mondémero foi identificado na S100A12 porcina
por titulacdo fluorimétrica (89). Com isso, a andlise da sequéncia das proteinas
S100A12 humana e porcina mostrou a presenca do motivo de ligacdo do zinco
HisxxxHis localizado no C-terminal (97). Esse sitio de ligacdo, com estequiometria
de um fon Zn*? por subunidade de proteina, foi muito bem caracterizado
observando-se a estrutura 3D do complexo S100A12 e zinco (75), indicando que os
residuos de His e Asp no N-terminal, também participam da ligacdo com o ion
(Figura 10A). Além disso, ha evidéncias que a proteina HS100A12 também liga
Cu*?, contendo um fon cobre por monémero, os quais sdo encontrados nos sitios de
ligacdo do zinco, sugerindo que os sitios de ligacao para os dois ions sdo 0s

mesmos (86) (Figura 10B).
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Figura 10 - Comparacao dos sitios de ligacao dos ions cobre e zinco na proteina HS100A12. (A):
Sobreposigdo do sitio de ligagdo do zinco das estruturas Zn-HS100A12 e Ca/Cu- HS100A12
(amarelo). Residuos das duas subunidades do dimero contribuem para a ligacdo com o Zn*?, uma
subunidade estd em azul claro e a outra em verde. O ion zinco estd em azul e o cobre estd em
marrom. (B): Estrutura do dimero da proteina HS100A12 complexada com zinco ou cobre
(marrom) e célcio (amarelo). Figura adaptada de Moroz, et al, 2009 (75).

Adicionalmente, estudos recentes evidenciaram que as proteinas S100 formam
oligbmeros que sao importantes funcionalmente, por exemplo, a formacdo de
tetrameros e oligbmeros maiores da proteina S100A4 estimula o crescimento neural
(98) e tem importancia em artrite reumatoéide (99). A oligomerizacdo dependente de
metais das proteinas S100B (63), S100A8/ A9 (100) e S100A12 (101, 102) também
ja demonstrou sua relevancia funcional.

No caso da HS100A12, a transicdo dimero-tetramero-hexamero é governada
pela concentracdo de zinco e/ou calcio, ou seja, a formagado do tetramero é
observada na presenca de Ca*?, mas a propor¢do da populacdo de tetrameros
aumenta lentamente com o aumento da concentracdo do fon Ca*?, ao passo que a
adicdo de uma pequena quantidade de Zn*® (10 uM) aumenta drasticamente a
fracdo de tetrameros. Quando é adicionada uma quantidade maior de Ca*? na
proteina tetramérica contendo Zn*?, os hexameros sdo a Unica espécie observada
(75, 102).

De posse desses resultados e analisando as estruturas cristalograficas da
proteina HS100A12 Apo (PDB 2WCE), na presenga de célcio (PDB 1E8A) e na
presenca de zinco (PDB 2WCB), Moroz et al. (75) propuseram que a ligagdo do Zn*?
na proteina livre de outro metal causa um alongamento na hélice D e uma mudanca
conformacional na hélice A, estabilizando a interface de tetramerizacdo e
possibilitando a formacéo de tetrameros (Figura 11). Outra consequéncia da ligacao
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do Zn*? na proteina HS100A12 é a reestruturagdo da hélice C, conduzindo a uma
mudanca no EF-2, explicando, com isso, porque a ligagdo do Zn*?> aumenta a
afinidade da proteina pelo ion Ca*?. Na auséncia de Zn*?, o motivo EF-2 é estavel,
com a densidade eletrdnica bem definida nas duas subunidades do dimero, mas
essa situacdo é alterada pela ligacdo com o Zn*2. A densidade eletronica para a
regido do EF-2 é pobremente definida para todas as subunidades da proteina na
presenca do metal, concluindo que essa regido é muito flexivel quando o Zn*? esta
ligado e adota facilmente a estereoquimica necessaria para a ligacdo do Ca*?(75).

Como resultado, HS100A12 na presenca de Zn*? necessita de menos fon Ca*?
que a proteina Apo para chegar ao estado saturado de Ca*®. Uma vez que o “EF-
hand” esta totalmente ocupado com Ca*?, ions calcio adicionais podem se ligar entre

os dimeros, levando a formagéao de hexameros (Figura 11).
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Figura 11 - Esquema ilustrando uma possivel rota para a transicao dimero-tetramero-hexamero. (A)
Dimero da proteina HS100A12 Apo. (B) Ligacéo do ion zinco (vermelho) permite um rearranjo da
interface de dimerizagdo e um alongamento da hélice D. (C) As mudangas conformacionais
observadas em B estabilizam a interface de tetramerizagéo, levando a formagéo de tetrameros. (D)
Ligagdo do ion célcio (amarelo) nos motivos EF-hands da proteina ja ligada com zinco. O
complexo Zn-HS100A12 precisa de uma concentragdo muito menor de calcio para ocorrer a
saturacao. (E) lons calcio adicionais se ligam nos sitios entre os dimeros, levando a formacao de
hexameros. (F) Quando o hexamero é formado, a interface de tetramerizagéo é rompida, restando
somente HS100A12 na forma hexamérica. Figura adaptada de Moroz, et al., 2009 (75).
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Diante disso, decidimos investigar o papel dos fons Ca* e Zn*? na relagéo
estrutura-funcao da proteina HS100A12, utilizando as técnicas de marcagao de spin
sitio dirigida (SDSL) e espectroscopia de RPE. A utilizagdo com sucesso da técnica
de SDSL passa pelo conhecimento detalhado da estrutura da proteina em estudo.
Etapas como a escolha dos residuos a serem mutados para posterior marcacao e
das regides de interesse na estrutura protéica dependem fortemente desse
conhecimento detalhado.

Com isso, iniciamos escolhendo residuos adequadamente posicionados de
forma a monitorarmos a abertura/fechamento da regido de ligagdo do ion Ca*®. Os
pares de residuos escolhidos foram: lisina 33 (hélice B) e alanina 80 (hélice D)
originando o duplo mutante K33C/A80C; fenilalanina 57 (hélice C) e alanina 80
(hélice D) construindo o duplo mutante F57C/A80C (Figura 12). Devemos salientar,
ainda, que produzimos também o “single” mutante A80C, que € a base para as
medidas de distancia. Com os duplos mutantes esperamos conseguir detectar
mudancas conformacionais que envolvam a aproximacao/afastamento das cisteinas

introduzidas quando do funcionamento da proteina.

Figura 12 - Estrutura do monémero da proteina HS100A12 (PDB 1E8A), indicando os residuos mutados
por cisteinas para posterior marcacao de spin. As quatro hélices sao indicadas pelas letras de
A-D.

Além disso, examinando as estruturas cristalograficas da proteina HS100A12
na forma apo (auséncia de ligantes) (PDB 2WCE), na presenca de célcio (PDB
1E8A) e na presenca de zinco (PDB 2WCB) observamos uma grande mudanca
conformacional na hélice C (Figura 13). Diante dessa diferencga estrutural, decidimos
estudar a dindmica de afastamento e aproximacéao das hélices C e D como um todo,
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quando Ca*? e Zn*? estéo ligados a proteina, inserindo o marcador de spin em cinco
posicdes diferentes da hélice C. Os duplos mutantes construidos foram: isoleucina
53 (hélice C) e alanina 80 (hélice D) originando o mutante 153C/ A80C, &cido
aspartico 54 (hélice C) e alanina 80 (hélice D) construindo o mutante D54C/ A80C,
fenilalanina 57 (hélice C) e alanina 80 (hélice D)- F57C/ A80C, leucina 60 (hélice C)
e alanina 80 (hélice D)- L60C/ A80C, acido aspartico 61 (hélice C) e alanina 80
(hélice D)- D61C/ A80C.

Figura 13 - Estruturas das proteina HS100A12 apo (PDB 2WCE) em cinza, com calcio (PDB 1E8A) em azul
e com zinco (PDB 2WCB) em rosa, evidenciando a mudang¢a conformacional na hélice C.

Finalmente, devido ao fato da proteina HS100A12 estar envolvida em alguns
eventos de sinalizacdo celular e interagdo com o receptor para produtos de
glicosilacdo (RAGE) (94, 101), decidimos também, estudar a interagdo da proteina
com modelos de biomembranas.

Para tal, escolhemos utilizar as monocamadas de Langmuir, que sdao modelos
“alternativos” aos modelos de bicamadas, devido ao fato de ndo mimetizarem a
membrana como um todo e sim modelarem apenas metade dela. Entretando, as
monocamadas possuem algumas vantagens, como: permitir controle rigoroso da
composicdo das membranas; permitir controle do estado de compactagdo e, com
isso, controlar a estruturacdo da monocamada e sdo modelos planares, que se
aproximam ao formato de uma superficie celular, ao contrario de lipossomos, por
exemplo, que possuem uma curvatura na superficie (103, 104).
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4.3 Metodologia

As etapas nesta secado descrevem as metodologias em biologia molecular
utilizadas para a obtengao, caracterizagao, expressao e purificacdo dos mutantes da
proteina Calgranulina C (S100A12) humana e da proteina nativa, além dos
experimentos de dicroismo circular (CD), ressonancia paramagnética eletrénica

(RPE) e monocamada de Langmuir.

4.3.1 Construcao dos Oligonucleotideos e Amplificacao dos Genes

O plasmideo pQE60 contendo o gene que codifica a proteina HS100A12 nos
foi gentilmente cedido pela Dra. Olga Moroz da Universidade de York, Inglaterra. A
sequéncia que codifica a proteina HS100A12 utilizada na estratégia de amplificacao
para obtencao dos genes de interesse e a sequéncia dos sitios de restricdo para as

enzimas Ncol e Hindlll sdo apresentados na figura 14.

1
AGGAGAAATTAACCATGGGAGGATCCATGGGAGGATCCACAAAACTTGAAGAGCATCTGGAGGGAATT
GTCAATATCTTCCACCAATACTCAGTTCGGAAGGGGCATTTTGACACCCTCTCTAAGGGTGAGCTGAA
GCAGCTGCTTACAAAGGAGCTTGCAAACACCATCAAGAATATCAAAGATAAAGCTGTCATTGATGAAA
TATTCCAAGGCCTGGATGCTAATCAAGATGAACAGGTCGACTTTCAAGAATTCATATCCCTGGTAGCC
ATTGCGCTGAAGGCTGCCCATTACCACACCCACAAAGAGAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTC

285

Figura 14 - Sequéncia codificadora da proteina HS100A12. A sequéncia mostra 337 nucleotideos sendo
que 285 nucleotideos codificam para a proteina Calgranulina C humana. Os nucleotideos em
negrito vermelho representam o inicio e o fim da sequéncia que codifica para a proteina. Os
oligonucleotideos sublinhados representam os sitios de clivagem para as enzimas de restricdo
Ncol e Hindlll.

A estratégia da mutacao sitio dirigida e, consequentemente, da amplificacao
resumiu-se a aplicacdo do protocolo descrito na metodologia de extensao
sobreposta (“Overlap Extension”) por PCR (v. apéndice A). A primeira reagdo em
cadeia da polimerase é realizada utilizando-se dois tubos, A e B, que serdo
amplificados ao mesmo tempo, utilizando 0 mesmo programa de PCR. Tubo A:

primer forward 5 e o primer reverse com a mutagao de interesse. Tubo B: primer
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forward, contendo a mesma mutacdo e o primer reverse 3. Em seguida, os
produtos amplificados sdo analisados, excisados do gel e purificados. Em uma
segunda reacdo de PCR, quantidades equivalentes de cada produto sdo usados
como molde em uma segunda reacao de PCR. Nesta segunda reacao, inicialmente
os dois fragmentos serdo anelados entre si nas por¢cdes complementares e estes
servirao tanto como molde, como primers, onde as regides de fita simples serédo
preenchidas. A seguir, os primers forward 5 e reverse 3’ irdo amplificar os
fragmentos de DNA completos, contendo a mutagao.

As mutacgdes sitio dirigidas foram introduzidas na sequéncia de nucleotideos
que codifica a HS100A12 através da utilizacdo de oligonucleotideos planejados
especificamente para alterar a sequéncia de cédons que codificam os residuos de
interesse (Tabela 1 e 2).

Tabela 1 - Residuos de aminoacidos de HS100A12 que foram mutados por residuos de cisteina, gerando
mutantes simples e duplos da proteina.

MUTAGCAO POSIGCAO NOME DO MUTANTE
1 Lys33 — Cys33 33 K33C
2 Ile53 — Cys53 53 153C
3 Asp54 — Cys54 54 D54C
4 Phe57 — Cys57 57 F57C
5 Leu60 — Cys60 60 L60C
6 Asp61 — Cys61 61 D61C
7 Ala80 — Cys80 80 A80C
8 Lys33 — Cys33 e Ala80 — Cys80 33 e80 K33C/A80C
9 Ile53 — Cys53 e Ala80 — Cys80 53 e 80 I153C/A80C
10 Asp54 — Cys54 e Ala80 — Cys80 54 e 80 D54C/AS0C
11 Phe57 — Cys57 e Ala80 — Cys80 57 e 80 F57C/A80C
12 Leu60 — Cys60 e Ala80 — Cys80 60 e 80 L60C/A80C
13 Asp61 — Cys61 e Ala80 — Cys80 61 e 80 D61C/AS0C
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Os oligonucleotideos contendo as mutacdes de interesse para a proteina

HS100A12 e também os primers forward e reverse que foram desenhados e

sintetizados sdo listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Oligonucleotideos da enzima HS100A12 que foram utilizados na amplificacao por PCR. Os

nucleotideos em azul representam as trincas dos cédons que codificam para a mutagao de interesse
(aminoacido cisteina).

CLONES MUTAGAO OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA
Forward- 5 5'-CATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGG-3'
Reverse- 3’ 5'-CTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCG-3’
HS100 K33C Sense 5-GGTGAGCTGTGCCAGCTGCTTAC -3’
Lys33 — Cys33 K33C
HS100 K33C AS 5-GTAAGCAGCTGGCACAGCTCACC -3’
HS100 I53C Sense 5'-GCTGTCTGCGATGAAATATTCC -3
Ile53 — Cys53
153C
HS100 I53C AS 5'-GGAATATTTCATCGCAGACAGC -3°
HS100 D54C Sense 5-GCTGTCATTTGCGAAATATTCCAAG -3
Asp54 — Cys54
D54C
HS100 D54C AS 5'-CTTGGAATATTTCGCAAATGACAGC -3
HS100 F57C Sense 5'-GATGAAATATGCCAAGGCCTG -3'
Phe57 — Cys57
F57C
HS100 F57C AS 5'-CAGGCCTTGGCATATTTCATC -3’
HS100 L60C Sense 5'-CCAAGGCTGCGATGCTAATC -3’
Leu60 — Cys60
L60C
HS100 L60C AS 5'-GATTAGCATCGCAGCCTTGG -3’
HS100 D61C Sense 5'-CAAGGCCTGTGCGCTAATCAAG -3’
Asp61 — Cys61
D61C
HS100 D61C AS 5'-CTTGATTAGCGCACAGGCCTTG -3’
HS100 A80C Sense 5'-GTAGCCATTTGCCTGAAGGC -3’
Ala80 — Cys80 ASOC

HS100 A80C AS

5'-GCCTTCAGGCAAATGGCTAC -3’

A amplificagdo via PCR foi realizada em um termociclador Mastercycler

(Eppendorf) empregando-se um volume final de 50 uL constituido de 5 uL de cada

oligonucleotideo em uma concentracao de 5 uM, 5 ng de DNA molde, 5 mM de
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dNTP’s, 5 uL de Pfu buffer (10X), 1 uL de Pfu Turbo DNA polimerase (2.5U) e 25
mM de MgCl..

As condicoes de amplificacdo compreenderam uma desnaturacgao inicial a 95°C
por 5 minutos, seguida de 30 ciclos constituidos de desnaturagao a 95°C por 60 s,
hibridizacdo a 49°C por 60 s e extensdo dos “primers” a 72°C por 60 s; com
extensdo final a 72°C por 10 min. Ao final da reagao, resfriou-se a amostra a 6°C.

Os produtos das primeiras reagdes de PCR foram separados aplicando-se 50
uL das misturas de reacdo em gel de agarose 1%, contendo 0,5 ug/mL de brometo
de etideo, em tampao 1X TAE (80 mM Tris; 40 mM acido acético glacial; 2,5 mM
EDTA, pH 8,3) e, em seguida, foram submetidos a uma tensao de 100 V em um
intervalo de 30 a 45 min. Ap6s a migracao, foram visualizados sob luz UV (Figura
15). Uma vez confirmado o tamanho correto dos fragmentos de DNA obtidos, os
produtos de PCR foram excisados do gel utilizando-se o Kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. O resultado da extragédo foi
misturado entre si e com os “primers forward” (5°) e “reverse” (3’), para a realizacao
da segunda reagdo em cadeia da polimerase (PCR), nas mesmas condi¢des citadas
para a primeira PCR.

Por fim, os produtos das amplificagdes dos mutantes S100A12 humana foram
purificados utilizando o Kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) para, em seguida,

realizar-se a reacao de dupla digestao.

4.3.2 Reacao de Dupla Digestao

Partindo do ponto que o novo DNA produzido estd puro, o préximo passo €
realizar a reagdo de dupla digestdo, que ocorre na presenca de duas enzimas de
restricdo que “cortam” o DNA em dois pontos especificos, chamados de sitios de
restricdo. A reacdo de dupla digestdo é feita tanto no inserto de DNA purificado
quanto no plasmideo pQE 60, para posterior reacdo de ligacdo de ambos. A
digestdo de DNA por enzimas de restricdo é um processo bastante simples;
colocamos o DNA ou o plasmideo em contato com as enzimas de restricdo a 37°C,
por duas horas e a enzima inicia imediatamente o processo de digestao.
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Para a proteina HS100A12, misturamos 5 uL de Buffer 2, especifico para as
enzimas utilizadas, 1 uL de cada enzima de restricdo, Ncol e Hindlll e 1,2 ng de
inserto do DNA (contém a mutacao) ou 9,2 ng de plasmideo pQE 60. O conjunto de
fragmentos gerados por digestdo com enzimas de restricdo é, entdo, detectado por
eletroforese em gel de agarose (Figura 15) e excisados utilizando-se o Kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen), como descrito na sec¢do 4.3.1 e quantificado por
espectrofotometria no UV-visivel.

Na Figura 15, como ilustracéo, é apresentado o gel de agarose das etapas de
amplificagcdo do gene que codifica 0 mutante HS100 A80C e do resultado da dupla
digestao do inserto de interesse e do plasmideo pQE 60. O produto de amplificacao
de 285 pares de bases, como esperado, ndao apresentou nenhuma banda

inespecifica e resultou em quantidades suficientes para posterior clonagem.

Figura 15 - Amplificagdo do oligonucleotideo que codifica o mutante HS100 A80C. Os fragmentos de DNA
foram separados por gel de agarose 1% e visualizados em um transiluminador UV a 365nm. Pocos:
1- padrdo de massa molecular 100bp; 2- produto de amplificagcdo (5°) da primeira PCR; 3- produto
de amplificagé@o (3") da primeira PCR; 4- produto da dupla digestao do inserto; 5- produto da dupla
digestao do plasmideo e 7- padrao de massa molecular 1 kb.

4.3.3 Subclonagem dos Genes no Plasmideo

O plasmideo do sistema pQE 60 utilizado possui um gene que confere
resisténcia a ampicilina. As sequéncias codificantes de interesse dos mutantes da

enzima HS100A12 foram inseridas no vetor pQE 60 através de uma reagdo de
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ligagdo. A mistura de ligacao foi preparada empregando-se um volume final de 10 pL
constituidos de 1,2 ng do inserto, 1,0 uL do vetor pQE 60 a 9,2 ng, 1 uL do tampao
de ligacao para a enzima T4 DNA ligase (10X), 1 uL da enzima T4 DNA ligase (6U)
e agua Milli-Q que foi utilizada para completar o volume total. Esta reacao foi
mantida a 4°C por aproximadamente 12 horas. Essa mistura de ligagdo da enzima
HS100A12 foi utilizada na transformacdo por choque térmico de células

competentes de E. coli DH5a para propagagéao plasmidial.

4.3.4 Transformacao da Bactéria Escherichia coli DH50c com o Plasmideo

Recombinante pQE 60

As suspensbes de células competentes DH50 estocadas a -80°C foram
mantidas durante pelo menos 10 min em banho de gelo. A cada 100 uL de células
DH5a foram adicionados 5 puL da amostra da reagao de ligagdo. A mistura resultante
foi homogeneizada gentiimente e mantida em gelo por 30 min. Em seguida, esta
mistura foi submetida a incubagdo em banho de agua a 42°C por 45 segundos e
subsequentemente colocada no gelo por 2 min (choque térmico). Apds este periodo,
250 pL de meio LB foram adicionados no tubo contendo as células transformadas
com a reagdo de ligagdo. A nova mistura foi mantida a 37°C por 1 hora e entéo
plagueada em placas de Petri contendo 20 mL de meio seletivo Luria-Bertani sélido
suplementado com 20 uL do antibiético de selecdo ampicilina a 100 mg/mL e

incubada “overnight” a 37°C em estufa.
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4.3.5 Extracao e Analise Sequencial do Plasmideo Recombinante pQE 60 de

Escherichia coli DH5q,

Apbés o periodo de incubagdo, algumas colonias resistentes (possiveis
recombinantes ou clones positivos) foram selecionadas a fim de se realizar a
extracdo dos seus DNAs plasmidiais e, posteriormente, estes foram analisados por
sequenciamento.

As colbnias selecionadas foram repicadas individualmente em tubos estéreis
para cultivo de bactérias contendo 20 mL de meio LB liquido contendo 2 puL de
ampicilina a 100 mg/mL (pré-indculo). Os tubos foram incubados a 37°C por 16
horas, sob agitacao de 250 rpm. A seguir, as células tiveram seus DNAs plasmidiais
extraidos através do kit QIAprep Spin MiniPrep (Qiagen) para anélise destes DNAs
por sequenciamento e obtencdo dos genes a serem posteriormente subclonados
nos vetores de expressao.

Os DNAs plasmidiais livres de contaminantes como DNA genémico, RNA,
proteinas e macromoléculas foram quantificados por espectrofotometria no UV-
visivel e submetidos ao sequenciamento automatico. O sequenciamento de DNA
(ver apéndice A) foi realizado utilizando-se sequenciador automatico ABI Prism 377-
96 Collection (Applied Biosystem), seguindo o protocolo do fabricante. Apds o
sequenciamento, para verificarmos a integridade da sequéncia obtida, esta foi
submetida ao programa Chromas 1.45
(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) e comparada a sequéncia original.

Uma vez confirmada a presengca dos DNAs plasmidiais que contém as
sequéncias codificantes das enzimas mutantes nestas células, os mesmos foram
utilizados na transformacao por choque térmico de células competentes de E. coli
BL21 para expressao heter6loga da enzima HS100A12.
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4.3.6 Transformacao da Bactéria Escherichia coli Rosetta com o Plasmideo
Recombinante pQE 60

Apés confirmada a presenca dos DNAs mutados nas células é necessario
“‘inseri-los” em células que possiblitem a expressédo. O procedimento empregado na
transformacédo de células competentes de E.coli Rosetta foi o mesmo descrito na

transformacéo de células DH5a (secao 4.3.4.).

4.3.7 Expressao da Proteina HS100A12

Para a expressao da proteina HS100A12 e dos seus mutantes em bactéria, o
pré-inéculo foi preparado utilizando a cepa Rosetta de Escherichia coli,
transformadas com o plasmideo que contém o gene que codifica os mutantes da
proteina HS100A12 (pQE60), em meio de cultura LB (Luria-Bertani) sob agitacao
(250 rpm), durante aproximadamente 16 horas, a 37°C e na presenca de 5 uL de
Ampicilina (200 mg/mL), pois o gene codificador da enzima HS100A12 confere
resisténcia a esse antibiotico.

Apo6s 16 h, o pré-inéculo foi utilizado para inocular 1 L de meio de cultura LB
fresco contendo 500 uL de Ampicilina (200 mg/mL) em uma diluicdo 1(pré-
indculo):100(indculo). As células foram mantidas sob 250 rpm de agitagédo, a 37°C,
até que a absorbancia a 600 nm (DOgoonm) atingisse valores entre 0,5-0,6. A
expressao da proteina foi, entao, induzida pela adicdo de 1 mM de IPTG (isopropil-3-
D-tiogalactopiranosideo). A cultura foi mantida a 37°C e sob a mesma agitagéo por 5
h. Para o isolamento das células, o material foi centrifugado a 5.000 rpm, 4°C, por 10
minutos e o “pellet” congelado a -20°C. A expressdo da proteina nativa e dos
mutantes foi monitorada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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4.3.8 Purificacao da Proteina HS100A12

A purificagdo da proteina HS100A12 nativa e dos mutantes se iniciou com o
descongelamento das células que foram ressuspensas em 50 mM Tris, 150 mM
NaCl pH 7,5 e lisadas por sonicagdo em 7 ciclos de 30 segundos com intervalos de
1 minuto. Os residuos celulares e o material insolivel foram removidos por
centrifugacdo a 12.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi incubado com 10
mM CaCl, por 15 minutos e centrifugado por 10 minutos a 15.000 rpm. O
sobrenadante clarificado é aplicado na coluna Hiprep Fenil-Sefarose FF (GE
Healthcare) (interacdo hidrofébica) previamente equilibrada com o tampao 50 mM
Tris, 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 5 mM CaCl, pH 7,5. A coluna foi lavada com o
mesmo tampao e subsequentemente a proteina foi eluida com 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 5 mM DTT, 5 mM EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) pH 7,5.

As fracbes contendo HS100A12 foram aplicadas na coluna Superdex 75
10/300 GL (GE Healthcare) (exclusdo molecular), previamente equilibrada com o
tampao 50 mM Tris, 25 mM NaCl, 5 mM DTT pH 7,5 e eluida com o0 mesmo tampéo.

4.3.9 Separacao dos Oligomeros da Proteina HS100A12

As fracoes de proteina eluida da coluna Superdex 75 foram incubadas com
quantidade de ion célcio suficiente para saturar os sitios da proteina (4 moléculas de
Ca*? por molécula de proteina,ou seja, 2 moléculas de Ca*? por monémero) ou
dialisadas, pelo menos, quatro vezes contra o tampao 50 mM Tris, 25 mM NacCl, 40
uM ZnCl, pH 7,5, utilizando o concentrador Amicon Ultra SMWCO (Milipore).

A fim de separar os oligbmeros da proteina e dos seus mutantes formados em
funcédo da presenca e/ou auséncia e da concentracdo de calcio e zinco, a proteina
foi aplicada novamente na coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) e eluida
com o mesmo tampado utilizado na primeira aplicacdo da proteina na coluna. A

purificacdo e a separacao dos oligbmeros foram realizadas utilizando-se o sistema
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AKTA Purifier (GE Healthcare). O resultado do protocolo descrito acima foi avaliado
através de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

A técnica de cromatografia de exclusdo molecular foi utilizada para quantificar
analiticamente o estado de oligomerizacdo da proteina HS100A12 e dos seus
mutantes. Os padrées de peso molecular foram aplicados na mesma coluna
previamente equilibrada com o tampao (50 mM Tris, 25 mM NaCl, 5 mM DTT pH
7,5) utilizados para a purificacdo e separagao dos oligbmeros da proteina
HS100A12. O inibidor de tripsina de soja- ITS (20 kDa), ovalbumina (43 kDa) e
albumina (66 kDa) foram utilizados como padrdes de peso molecular.

4.3.10 Determinacao da Concentracao da Proteina HS100A12

A estimativa da concentracdo da proteina foi feita pela medida de sua
densidade 6tica (DO) em 280 nm, com uso do coeficiente de extingdo molar tedérico
e= 2980 M cm™, calculado a partir da lei de Lambert-Beer (105) através do pacote

de programas Expert Protein Analysis System — ExPASy (http://bo.expasy.org).

4.3.11 Dicroismo Circular

Desde a década de 1980, hd uma necessidade crescente de se realizar
estudos estruturais sob as mesmas condicbes em que a proteina realmente se
encontra, isto é, geralmente em solugdo com parametros fisico-quimicos, como pH e
forga ibnica, controlados. Além disso, ha bastante interesse em se poder variar tais
parametros com o0 subsequente acompanhamento de mudangas estruturais
induzidas na estrutura protéica, mudancas estas, em geral, essenciais a sua funcao
biolégica. A técnica de dicroismo circular (CD, do inglés circular dichroism) afirmou-
se reconhecidamente como uma técnica estrutural valiosa para direcionar esses

ensaios (106, 107), pois esta intimamente relacionada com a conformagédo de uma
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molécula, em particular, com o conteudo e orientagdo de elementos de estrutura
secundaria, como hélices a e folhas j3, existentes em proteinas.

O dicroismo circular é observado em moléculas oticamente ativas que
apresentam diferencas na absorcdo da luz circularmente polarizada a esquerda e a
direita. A técnica de dicroismo circular é particularmente Util para estudos de
proteinas, pois estas possuem centros assimétricos naturais como o carbono
a, carbono B dos aminoacidos treonina e isoleucina, ligagbes peptidicas que
absorvem entre 195 e 240 nm, aminoacidos aromaticos que absorvem na regidao de
260 a 320 nm e pontes dissulfeto que possui uma banda centrada em 260 nm,
distribuidos ao longo de sua cadeia principal (107, 108, 109).

Nesse contexto, com a espectroscopia de CD é possivel realizar estudos de
mudancas conformacionais, vizinhancas locais, interagbes de ligantes com
macromoléculas, “folding-refolding-unfolding” de proteinas, bem como se obter uma
estimativa do conteudo de estrutura secundaria através do espectro de CD medido
na regiao do ultravioleta distante (195 a 250 nm). Neste intervalo de comprimento de
onda, o cromdéforo em investigacdo € o dipolo elétrico associado a ligacao peptidica
e que se caracteriza por uma fraca, mas larga transicdo n — n° centrada em 220 nm
e uma transicdo © — ©° mais intensa em torno de 190 nm (107).

O espectro de CD da proteina na regido de UV préximo (“near UV”) fornece a
“impressao digital” da estrutura tercidria da mesma, que pode ser usada para
comparar, por exemplo, a proteina selvagem com suas formas mutantes. O espectro
na regiao de 260-320 nm se refere aos aminoacidos aromaticos, cada qual com seu
perfil caracteristico, como por exemplo, o triptofano que possui um pico em 290 nm;
a tirosina, cujo pico esta entre 275 e 282 nm e a fenilalanina que apresenta uma
estrutura fina entre 255 e 270 nm. Contudo, a forma e a magnitude do espectro de
CD da proteina na regiao do ultravioleta proximo dependem do niumero de cada tipo
de aminoé&cido presente, da mobilidade dos mesmos, da natureza do meio (ligagdes
de hidrogénio, grupos polares e polarizabilidade) e de suas disposi¢cdes espaciais na
proteina (107).

A técnica de CD consiste na aplicacdo de um feixe de luz circularmente
polarizado a direita, D, e um circularmente polarizado a esquerda, E, a amostra de
interesse. Ao passar através da amostra oticamente ativa, as componentes do

campo elétrico da luz polarizada ndo sdo absorvidas igualmente. Desse modo, o raio
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do circulo tracado pelo vetor campo elétrico de cada componente € diferente.
Quando essas duas componentes, em sentidos opostos, atravessam a amostra e
sao combinadas, o resultado é uma luz elipticamente polarizada (Figura 16). Assim,
o dicroismo circular mede a diferenca entre a absorcdo da luz circularmente

polarizada a direita e a esquerda (AA) (105, 109).

A
NG
5

Figura 16- Origem do efeito do dicroismo circular. Decomposicao do feixe plano polarizado em duas
componentes circulares a esquerda (E) e a direita (D) e depois de passar pela amostra. E =
Ed - Ee.

A definicdo da absorbancia A é dada pela lei de Lambert-Beer:

Azlog(l—;j, (1)

Sendo |y a intensidade da luz incidente na amostra e | a intensidade da luz apo6s
passar pela amostra. Aplicando a lei para ambos os feixes, temos:

1 1
e g[leJ d g[ldj

Sendo A. a absorbancia medida da luz circularmente polarizada a esquerda e
A4 a absorbancia da luz circularmente polarizada a direita. Sendo assim, AA é dado

por:

A=A, - A, :log(?j (2)

d
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Como ja foi dito anteriormente, a luz resultante ao passar pela amostra é
elipticamente polarizada. Quando os vetores campo elétrico das duas componentes
circulares estdo na mesma direcdo, sua soma resulta no semi-eixo maior da elipse,
e, quando estdao em direcdes opostas, sua soma resulta no semi-eixo menor. Logo,
o CD é caracterizado pela razado entre os dois semi-eixos, ou seja, pela tangente do
angulo 6, denominado elipticidade. Sendo 6 um angulo muito pequeno, a tangente
de 6 pode ser aproximada para 6. A medida da elipticidade em funcdo do
comprimento de onda A da luz incidente resulta no espectro de CD.

Existe uma relagdo numérica entre AA e 6 que é dada por (105):

. 2.303(A, - A,)180
47

(3)

Os dados de CD em fungdo do comprimento de onda foram convertidos em
elipticidade molar média por aminodcido (8), (grau.cm®.dmol™), utilizando a seguinte
relacao:

(6)2=(61 Mo)/(10 d c) (4)

onde 6, é a elipticidade observada em 10° grau, My é o peso médio de um
residuo (Mo=108 Da), ¢ é a concentracao da proteina (mg/mL) e d é o caminho 6tico
(cm).

As medidas de dicroismo circular foram realizadas no espectropolarimetro
Jasco J-720, em um intervalo de 195 a 250 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1
mm de caminho 6ptico e 8 varreduras. A fim de confirmarmos o conteudo de
estrutura secundaria e, consequentemente, o enovelamento correto dos mutantes da
proteina HS100A12 apo e na presenca dos fons Ca* e/ou Zn*?, utilizamos 0,2
mg/mL da proteina em tampao 50 mM Tris, 25 mM NaCl, 5 mM DTT pH 7,5 a 20°C.
O ion célcio foi adicionado a proteina em quantidade suficiente para saturar os seus
sitios e, no caso das proteinas contendo ion zinco, a saturacao dos sitios levou a
precipitacdo da proteina, por isso, estas foram dialisadas contra o tampao 50 mM
Tris, 25 mM NaCl, 40 uM ZnCl, pH 7,5.

A estabilidade da proteina HS100A12 nativa na auséncia e presencga dos ions
célcio e/ou zinco foi estudada em funcao da temperatura, sendo esta variada de 10 a
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100°C, em intervalos de 2°C. Apds o processo de desnaturagdo por aquecimento, a
amostra foi imediatamente resfriada para 20°C e seu espectro novamente medido

para verificarmos a reversibilidade da reagao.

4.3.12 Marcacao de Spin Sitio Dirigida dos Mutantes da Proteina HS100A12

A proteina HS100A12 foi eluida da coluna cromatografica com tampao
contendo 1,4-Ditiotreitol (DTT), uma molécula redutora que nao permite que 0s
residuos de cisteina presentes na proteina se liguem através de pontes dissulfetos,
assim, impossibilitando também a formacao de dimeros ou moléculas oligoméricas
unidas por tais ligacées. A fim de realizarmos a marcagdo da proteina com o
marcador de spin MTSSL, que se liga a residuos de cisteina por uma ligacéo S-S, foi
necessario remover o DTT da solucdo. Para isso, a proteina eluida foi aplicada em
uma coluna HiTrap™ Desalting (GE Healthcare), previamente equilibrada com 50
mM Tris, 25 mM NaCl pH 7,5 e eluida com o mesmo tampé&o. Passo fundamental
para o sucesso do procedimento de marcagao esta na adicao, no frasco de coleta da
proteina eluida, de um excesso do marcador MTSSL (10 vezes a concentracao
molar da proteina). Em seguida, cobrimos o frasco com papel aluminio (pois o
marcador de spin é sensivel a luz) e deixamos sob agitacdo constante a 4 °C, por 16
horas.

Com a finalidade de retirar o excesso de marcador e ao mesmo tempo separar
os diferentes oligbmeros formados com a incubagéo dos ions, a amostra foi aplicada
em uma coluna Superdex 75 (GE Healthcare), previamente equilibrada com tampéao
50 mM Tris, 25 mM NacCl, pH 7,5 e eluida com o0 mesmo tampao. Em seguida, foram
concentradas através de concentradores Amicon Ultra-15 (Millipore Corporation,
Bedford, MA, EUA) com membrana de 5 kDa, tamanho adequado a massa
molecular da proteina HS100A12. A concentracdo da proteina recombinante
purificada foi determinada medindo-se sua absorbancia em espectrofotémetro UV-
Vis a 280 nm (secéao 4.3.10).
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4.3.13 Ressonancia Paramagnética Eletronica

Quando os elétrons desemparelhados do radical nitroxido presentes na
proteina sdo submetidos a acdo de um campo magnético externo passam a se
comportar como se fossem pequenos imas e se orientam a favor (orientacado
preferida pela maioria por ser a de menor energia) ou contra 0 campo, dando origem
a dois niveis com energias diferentes. Estes elétrons podem, entéo, receber energia
igual a diferenga (AE) entre as energias desses dois estados, levando assim a uma
mudanca de sua orientacdo. Esta transicdo é acompanhada de uma absorcédo de
radiacao eletromagnética com energia correspondente aquela diferenca que pode,
entao, ser detectada, gerando o sinal de RPE (110).

O sinal de RPE de cada centro paramagnético é bastante caracteristico, uma
vez que é sensivel a fatores como tipo de centro, seu estado de oxidacao e suas
interagbes com vizinhos proximos ao elétron desemparelhado. Desta forma, prové
informacgdes Uteis ndo sO sobre este elétron, mas também sobre os nucleos
atébmicos préximos e que tém spin nuclear diferente de zero (como H, N e '*C),
assim como sobre a estrutura dindmica de tal vizinhanca.

Quando o momento magnético associado ao spin do elétron interage com o
momento magnético nuclear (I) de um ndcleo préximo aparece a chamada estrutura
hiperfina (Figura 17A). No caso do nitrogénio encontrado no grupo nitréxido NO (I =
1) a multiplicidade do spin nuclear sera 2| + 1 = 3. Deste modo, cada um daqueles
niveis de energia do elétron encontrados na presenca de um campo magnético
externo sera desdobrado em trés, devido a interagcéao hiperfina com o spin nuclear do
nitrogénio. A estrutura hiperfina do grupo nitroxido €, assim, observada pela
existéncia de trés linhas no espectro de RPE (Figura 17B).
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Figura 17- (A) Niveis de energia do elétron desemparelhado do grupo nitroxido NO em um campo
magnético externo. (a): somente interacdo Zeeman; (b): incluindo interagdo com spin nuclear I=1
do nitrogénio (hiperfina). (B) Espectro de RPE de um marcador de spin livre. Figura adaptada de
Schreier (110).

Os mutantes marcados com MTSSL foram medidos a temperatura ambiente e
a -100°C no espectrometro de RPE Varian E109, operando em banda X (9,5 GHz) e
utilizando uma poténcia de microondas de 5 mW para as medidas a temperatura
ambiente e 0,1 mW para as medidas a -100°C. Para os experimentos de RPE foram
utilizadas aliquotas de 100 pL de solucdes das proteinas marcadas, que eram
colocadas em cela chata de quartzo para realizar as medidas a temperatura
ambiente e em tubos de quartzo para as medidas em baixa temperatura.

4.3.14 Monocamadas de Langmuir

As monocamadas de Langmuir sdo formadas espalhando uma solucéao
lipidica, preparada em solvente organico, sobre uma fase aquosa. Esses filmes
foram preparados utlizando uma cuba de Langmuir Mini- KSV (KSV Instruments,
Finlandia) equipada com um sensor que determina a tensao superficial pelo método
de Wilhelmy, e duas barreiras moveis, capazes de “varrer” as moléculas presentes
na interface (Figura 18) (111).
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Figura 18 - llustracao de uma cuba de Langmuir equipada com um sensor de tensao superficial e duas
barreiras moveis. Figura adaptada de <http://www.4engr.com/product/catalog/16626/index1.html>.

A variacao da area altera o grau de compactacdo da monocamada e com isso,
as propriedades do filme podem ser estudadas. Nesse estudo, isotermas de pressao
superficial (r) em funcdo da area por molécula (n-A) foram obtidas, bem como as
cinéticas de adsorcao das proteinas nas monocamadas lipidicas.

Na figura 19, para efeito ilustrativo, € apresentada uma curva caracteristica de
isoterma n-A para o fosfolipidio dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), utilizando agua
como subfase & temperatura de 21°C, onde os diferentes estados fisicos
bidimensionais do filme lipidico podem ser observados. Inicialmente, a pressao
superficial baixa indica que as moléculas encontram-se no estado gasoso
bidimensional (G), onde as moléculas apresentam elevada area por molécula
disponivel, resultando em uma baixa interacdo entre as moléculas. Com o aumento
da compressao, a area disponivel por molécula diminui, de modo que as moléculas
passam a realizar interagdes laterais, resultando nos estados liquido-expandido (LE)
e liquido-condensado (LC) bidimensionais. Em alguns casos, como na figura 19,
apresentada abaixo, um patamar na curva é observado, e corresponde a coxisténcia
das fases liquido-expandida e liquido- condensada, para o fosfolipidio DPPC.
Entretanto, muitos compostos ndo apresentam essa regidao bem definida em suas
isotermas de pressao superficial.

Finalmente, com a subsequiente compressao do filme lipidico, temos a maxima
compactacdo e orientagdo das moléculas com relacdo a normal da interface,
resultando no estado sélido bidimensional. Nesta condicao determina-se o valor de
area minima, através da tangente a fase sélida que intercepta o eixo da coordenada
X (area por molécula). Apos este estagio de interacédo lateral entre as moléculas,

uma posterior compressao ocasiona o colapso da monocamada, onde as moléculas
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nao mais se encontram arranjadas como um filme monomolecular. Ocorrendo entao,

a formacgao de agregados, bicamadas, multicamadas e dissolugéo na subfase (112).
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Figura 19 - Isoterma de pressdo de superficie para uma monocamada de DPPC puro. Representagdo
esquematizada das fases de uma monocamada de Langmuir com as diferentes regides de
compressao do filme. Regiéo |: fase Gasosa (G), onde a pressao superficial € zero. Regido Il: fase
Liquida- Expandida (LE). Regido lll: fase Liquida- Condensada (LC). Regido IV: fase Sdlida (S).
Regido V: colapso. Adaptada de Silva-Lucca, et al. 1999 (112).

As isotermas de pressao de superficie em funcédo da area (n-A) foram obtidas

com a compressao da monocamada usando barreiras méveis a uma velocidade de

10 A% molécula/ min. Inicialmente, a cuba de Langmuir, com capacidade total de 35

mL, foi preenchida com tampao 50 mM Tris, 25mM NaCl pH 7,5 e entdo 25 uL de

lipidio dissolvido em cloroférmio para DPPC ou cloroférmio:metanol (2:1) para

DPPG, na concentracdao de 1mM foram espalhados na interface ar- agua (Figura

20). Depois da evaporagcao do cloroférmio, a proteina HS100A12 apo (sem ions

ligados) e na presenca dos ions célcio e/ ou zinco foi injetada na subfase. De modo

a acompanhar a adsorcao da proteina na interface, medidas de cinética de adsorcéo

foram realizadas, e apenas apds o equilibrio ter sido atingido, a monocamada mista

foi comprimida. Os experimentos foram realizados com duas concentragdes

diferentes da proteina, 0,5 ug/mL e 2,5 ug/mL.

DPPC
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Figura 20 - Estrutura dos fosfolipidios utilizados para o estudo de monocamadas de Langmuir. DPPC:
1,2-Dipalmitoil- sn- glicero- 3- fosfatidil colina. DPPG: 1,2- Dipalmitoil- sn- glicero- 3- fosfatidil

glicerol.
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4.4 Resultados e Discussoes

4.4.1 Expressao Heterologa da Proteina HS100A12

A producdo da proteina recombinante em quantidade e na auséncia de
contaminantes se faz necessaria para a realizagao dos estudos espectroscopicos
propostos neste trabalho. Para tal, a sintese da proteina HS100A12 foi conduzida
em E. coli, cepa Rosetta e induzida por IPTG, conforme protocolo descrito na secao
4.3.7.

A expressdo da proteina foi monitorada por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 16% em tampao tricina (Figura 21), onde sao observadas
bandas de expressao adicionais frente ao conteldo de proteinas totais de E.coli. A
presenca da proteina HS100A12 é confirmada pela banda em aproximadamente
10,57 kDa.

16,9
14,4
10,7
8,15

6,21

Figura 21 - Expressao da proteina HS100A12. Proteinas visualizadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
16%) em tampé&o tricina. Colunas: 1- marcadores de massa molecular; 2- cultura antes da indugéo e
3- cultura induzida com 1 mM de IPTG apés 5 horas a 37°C. A posicao da HS100A12 est4 indicada
pela seta vermelha.

4.4.1.1 Expressao dos Mutantes da Proteina HS100A12

Primeiramente, foi realizado teste de expressao de cada mutante da proteina
HS100A12 e confirmadas as melhores condicdes para a producdao de grande
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quantidade e estabilidade da proteina para, entdo, procedermos com a expressao
em maior escala (2 litros). Os procedimentos utilizados para realizar o teste de
expressao e a expressao foram os mesmos para todos os diferentes mutantes da
proteina.

Os testes de expressao foram feitos em células da cepa Rosetta de E. coli
inoculadas em 10 mL de meio LB e induzidas pela adicao de solucdo 1 mM de IPTG.
O nivel de expressdao das proteinas recombinantes foi avaliado retirando-se
aliquotas de hora em hora das culturas de células mantidas nas temperaturas de
30°C e 37°C (dados ndo mostrados).

Todos os precipitados (“pellets”) provenientes das aliquotas retiradas durante a
etapa de expressao protéica foram adequadamente ressuspendidos e preparados
para analises por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. As fracoes dos
mutantes A80C e F57C/A80C foram escolhidas para efeito de ilustracao, pois todos
os mutantes da proteina apresentam resultados de expressao similares.

Na figura 22, € apresentado o gel eleforético de poliacrilamida do teste de
expressdao a 37°C dos mutantes A80C e F57C/A80C da proteina HS100A12,
evidenciando a existéncia de fragdes induzidas com o tamanho esperado para a
proteina (aproximadamente 10,5 kDa). As fragdes induzidas nessa temperatura por
5 horas revelam a existéncia de maior quantidade de proteina tanto para o mutante
A80C quanto para F57C/A80C. Com isso, optamos por expressar estes e todos os
outros mutantes em 2 L de meio LB, a 37°C por 5 horas, como descrito para a

proteina nativa (secdo 4.3.7.), obtendo-os em quantidade e estaveis para posterior

2 3 4 5 6 7 &
6,21

Figura 22 - Expressao dos mutantes A80C e F57C/A80C a 37°C. Proteinas visualizadas em gel SDS- PAGE
16% em tampao tricina. Colunas: 1- marcadores de massa molecular; 2- amostra ndo induzida; 3-
Mutante A80C induzido a 37°C por 2 horas; 4- Mutante A80C induzido a 37°C por 5 horas; 5-
Mutante A80C induzido a 37°C “overnight”; 6- Mutante F57C/A80C induzido a 37°C por 2 horas; 7-
Mutante F57C/A80C induzido a 37°C por 5 horas e 8- Mutante F57C/A80C induzido a 37°C
“overnight”. As posicdes dos mutantes da proteina HS100A12 estdo indicadas pelas setas
vermelhas.

purificacao.
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4.4.2 Purificacao da Proteina HS100A12

O protocolo inicial de purificagao da proteina HS100A12 nativa foi adaptado do
procedimento utilizado por Moroz et al (75), onde fazia-se uso de duas etapas
cromatograficas, sendo a primeira, uma cromatografia por interagdo hidrofébica,
seguida por uma cromatografia de troca ibnica. Contudo, o intenso manuseio da
amostra para a retirada do excesso do sal NaCl apds a etapa de eluicdo da coluna
de interacao hidrofébica levou a precipitagdo da proteina. Com isso, 0 sucesso
esperado nao foi alcangcado com o uso do protocolo original, sendo necessario que
estabelecéssemos um novo procedimento, descrito ao longo desta secgdo, para
obtermos a proteina pura.

A purificacdo da proteina HS100A12 inicia-se incubando o sobrenadante que
resultou do rompimento das células (extrato bruto) com CaCl, que, em seguida, é
aplicado na coluna de interacao hidrofobica Hiprep Fenil-Sefarose FF e eluida com
tampao contendo EDTA. A incubacdo com CaCl, é necessaria pois, como
mencionado na introducdo deste capitulo, o fon Ca' provoca mudancas
conformacionais na proteina HS100A12, expondo seu interior hidrofébico e com
isso, aumentando a interacado da proteina com a resina.

A analise dos resultados (Figura 23) indica que esta etapa de purificacao foi
importante para retirar uma grande parte de contaminantes do material bruto, mas
nao foi suficientemente eficiente para purificar a proteina, exigindo a utilizacdo de
uma segunda etapa cromatografica. A escolha desta segunda etapa se baseou na
observacdo de que a maioria dos contaminantes presentes na amostra possuia
pesos moleculares maiores que a proteina de interesse, assim levando-nos a decidir
por uma cromatografia de exclusdao molecular, em que se separa as moléculas por
diferenca de tamanho. Com isso, a proteina HS100A12 eluida da primeira etapa de
purificacdo foi aplicada a coluna Superdex 75 e o resultado foi a obtencdo da
proteina em quantidade e grau de pureza suficientes para as medidas

espectroscopicas (Figura 23).
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Figura 23 - Purificacao da proteina HS100A12 por cromatografia de interacao hidrofébica e de exclusao
molecular. Proteinas visualizadas em gel SDS- PAGE 16% em tampéo tricina. Colunas: 1-
marcadores de massa molecular; 2- amostra induzida; 3- amostra nao induzida; 4- pellet; 5- fracao
soluvel das células lisadas; 6- material que ndo se ligou a coluna Fenil Sefarose; 7- amostra da
proteina de interesse eluida da coluna Fenil Sefarose; 8- fragcdo que compdem um dos picos do
cromatograma de exclusédo molecular e 9- amostra da proteina eluida da coluna Superdex 75. A
posicao da proteina HS100A12 esta indicada pela seta vermelha.

4.4.2.1 Purificacao dos Mutantes da Proteina HS100A12

As etapas cromatograficas empregadas na purificacdo dos mutantes da
proteina HS100A12 foram similares aquelas padronizadas para obtencdo da
proteina nativa, excecao feita a adicdo do reagente 1,4-Ditiotritol (DTT) nos tampdes
de todas as etapas da purificacdo. Esta modificacdo foi introduzida no protocolo de
purificacdo dos mutantes para evitar a formacado de pontes dissulfetos entre os
residuos de cisteina inseridos pelas mutacoes.

Assim como para a proteina nativa, o nivel de pureza obtido para todos os
mutantes foi bastante adequado com variacdes apenas em termos de rendimento,
que foi muito pequeno para alguns mutantes em estudo.

Na figura 24 sao apresentados os géis eletroforéticos (SDS-PAGE 16% em
tampéao tricina) dos mutantes A80C, F57C/A80C e K33C/A80C para efeito de
ilustracdo, pois todos os mutantes da proteina apresentam o mesmo perfil de
purificacdo. A presenca dos mutantes da proteina HS100A12 é confirmada pela

banda em aproximadamente 10,575 kDa.



HS100A12 79

kDa

16,9
14,4

| —
.
10,7 ’
10,7 815
| —

621 621

169

\ \

Figura 24 - Analise por eletroforese em SDS-PAGE 16% em tampao tricina da purificagdo dos mutantes
da proteina HS100A12. (A): Mutante A80C. Colunas: 1- marcadores de massa molecular; 2-
amostra induzida; 3- amostra ndo induzida; 4- pellet; 5- fracdo soluvel das células lisadas; 6-
material que ndo se ligou a coluna Fenil Sefarose; 7- amostra do mutante eluida da coluna Fenil
Sefarose e 8- amostra da proteina eluida da coluna Superdex 75. (B): Colunas: 1- marcadores de
massa molecular; 2- material ndo ligado a coluna Fenil Sefarose; 3- amostra do mutante
F57C/A80C eluida da coluna Fenil Sefarose; 4- amostra do mutante F57C/A80C eluida da coluna
Superdex 75; 5- material ndo ligado a coluna Fenil Sefarose; 6- amostra do mutante K33C/A80C
eluida da coluna Fenil Sefarose; 4- amostra do mutante K33C/A80C eluida da coluna Superdex 75.
As posicoes da proteina HS100A12 estao indicadas pelas setas vermelhas.

4.4.3 Influéncia dos lfons Calcio e Zinco no Estado de Oligomerizacdo da
HS100A12

Estudos cristalograficos mostraram que o calcio possui um papel importante na
ativacado de mudancas conformacionais e na oligomerizacao da proteina HS100A12
(101), onde o excesso de Ca*? faz com que os dimeros da proteina HS100A12 se
arranjem de forma hexamérica (v. secdo 4.2.). Adicionalmente, em 2009, Moroz et al
(75) determinaram as estruturas cristalograficas da HS100A12 apo (forma dimérica)
e complexada com Zn*? (forma tetramérica), que mostrou-se também importante no
enovelamento da proteina e nas interagcdes com seus alvos especificos.

Ainda com o objetivo de explorar os fatores que influenciam a oligomerizacéao
da HS100A12 e da sua interagdo com moléculas alvo, como por exemplo, receptor
extracelular RAGE, Moroz et al (102) realizaram uma série de experimentos que
indicaram mudancas no estado oligomérico da proteina HS100A12 quando se
variava a concentracao de célcio e de zinco na solucao de proteina. Com a técnica
de ressonancia plasmoénica de superficie (SPR), os autores observaram que a
presenca de calcio e zinco € essencial para a interacdo da proteina com o receptor.

Diante disso, decidimos verificar 0 estado de oligomerizacdo da proteina

HS100A12 nativa e dos seus mutantes utilizando a técnica de cromatografia de



80

exclusdo molecular. Inicialmente, reproduzimos e confirmamos o experimento feito
por Moroz et al (102), aplicando a proteina apo (auséncia de ions) na coluna
Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) (exclusdo molecular) previamente
equilibrada com o tampao 50 mM Tris, 200 mM NaCl, pH 7,5 e observamos, apds
eluicdo com o mesmo tampao, a presenca da HS100A12 na forma dimérica. O
mesmo procedimento foi realizado com a proteina na presenga de 1 mM Ca*?, 10
UM Zn*? e na presenca de ambos (1 mM Ca*™ e 10 uM Zn*?), sendo eluidas da
coluna na forma dimérica, tetramérica e hexamérica, respectivamente (dados nao
mostrados).

Em seguida, realizamos um estudo utilizando a técnica de cromatografia de
exclusdo molecular variando-se a concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) presente
no tampao e observamos que os perfis de eluicdo da proteina HS100A12 com e sem
ions ndo eram reprodutiveis quando comparados com os resultados de Moroz et al
(102). A dependéncia dos estados de oligomerizacdo da HS100A12 em funcao da
concentracao de NaCl, tipos de tampdes e valores de pHs, apesar de interessante,
nos levaria a desviar do objetivo principal do presente trabalho, qual seja a
preparacdo de varios mutantes para posteriores experimentos de RPE e
implementacdo da técnica de marcacao de spin sitio dirigida. Portanto, devido a
impossibilidade de conseguirmos estudar e caracterizar todas essas diferentes
condi¢coes por cromatografia de exclusdo molecular e dicroismo circular, optamos
por escolher uma Unica condicdo e, assim, podermos caracterizar a proteina para
realizarmos as medidas por ressonancia paramagnética eletronica.

As condi¢des de trabalho escolhidas para todas as medidas a serem realizadas
a partir de entao foram 50 mM Tris, 25 mM NaCl, pH 7,5 e se deu pela possibilidade
da amostra ser pouco manuseada, ja que € nesta condi¢cdo que a proteina é eluida
no ultimo passo de purificagcdo e também pela pouca quantidade de NaCl, ideal para
a realizacao de medidas de CD.

Na figura 25 é apresentado o perfil da cromatografia de exclusdo molecular da
proteina HS100A12 nativa, para efeito de ilustracdo, pois todos os mutantes da
proteina apresentam o mesmo perfil cromatografico. Analisando o cromatograma,
observamos que o perfil de eluicdo da proteina HS100A12 apo mostrou um pico
correspondente & massa molecular de 18 + 3 kDa, enquanto a HS100A12 com Ca*?
apresentou um pico correspondente a massa molecular de 20 + 3 kDa, a proteina
com Zn*? e na presenca de Ca*? e Zn*? eluiram em picos correspondente a 43 + 3
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kDa (Figura 25). Os valores obtidos para a proteina apo e na presencga de calcio sao
aproximadamente o dobro do esperado para o mondémero (~10,5 kDa), indicando
assim, que a proteina € homodimérica nas condi¢des analisadas (50 mM Tris, 25mM
NaCl pH 7,5). J& a proteina na presenca de Zn*? e também na presenca dos dois

ions possuiram o quadruplo do peso esperado para 0 monémero, sendo, portanto,
tetramérica nas mesmas condicoes.

— HS100A12 Apo
—— HS100A12 com Ca™
—— HS100A12 com Zn*
1 N —— HS100A12 com Ca* e Zn*
i " ---- Padrao- 20 kDa
%0 H ---- Padrao- 43 kDa
n ---- Padrao- 66 kDa

400

300
250
200

150

Absorbancia ,,, (mAU)
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. e e e e
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Volume de eluigao (mL)

Figura 25 - Cromatografia por exclusao molecular da proteina HS100A12 nativa e dos padroes de peso
molecular. Apo: preto; com célcio: vermelho; com zinco: azul e com calcio e zinco: marrom.

Padrées: ITS (20 kDa): roxo tracejado; Ovalbumina (43 kDa): verde tracejado e albumina (66 kDa):
rosa tracejado.

4.4.4 Dicroismo Circular

O conteludo de estrutura secundaria dos mutantes da proteina HS100A12 e a
estabilidade térmica da proteina nativa foram investigados como descrito na secao
4.3.11. A influéncia dos ions Ca*? e Zn*? na estabilidade da proteina também foi
estudada por dicroismo circular, adicionando-se 38 uM de CaCl, e dialisando a

amostra por 4 vezes com tampao contendo 40 uM ZnCl..
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4.4.4.1 Fatores Estruturais da Proteina HS100A12 e dos seus Mutantes

A influéncia dos ions calcio e zinco na estrutura da proteina HS100A12 e dos
seus mutantes foi investigada por espectroscopia de dicroismo circular. O espectro
de CD da HS100A12 nativa em sua forma apo e em tamp&do 50 mM Tris, 25 mM
NaCl pH 7,5 a 20°C é mostrado na figura 26 e é caracterizado por dois minimos
negativos em 220 e 208 nm e um maximo positivo em torno de 197 nm. Os minimos
em 208 e 220 nm sdo atribuidos a transi¢coes encontradas em estruturas helicoidais
(106), o que indica conteudo de o-hélice na estrutura da S100A12 humana. No
entanto, em estruturas com alto conteudo de a-hélice,a banda em 197 nm é
usualmente muito mais intensa do que as bandas negativas do espectro. Este fato
sugere que ha uma mistura de espectros associados a o-hélice com espectros
correspondentes a estruturas do tipo “loop” ou “turns”. Estes ultimos apresentam
uma banda negativa em torno de 190 nm, cuja soma com o maximo em 197 nm
relativo a a-hélice, levaria a um decréscimo desta ultima. Assim, uma analise
qualitativa do espectro de CD da HS100A12 indica que esta possui conteudo de
estrutura secundaria com a-hélice e regides flexiveis (desordenadas), o que esta de
acordo com a estrutura cristalogréafica previamente reportada (74).

Para estudarmos a influéncia dos ions célcio e zinco quando ligados na
estrutura da HS100A12 também realizamos experimentos de dicroismo circular da
proteina nativa na presenca de Ca*® e/ou Zn*?. Esses fons sdo conhecidos por se
ligarem em sitios distintos da proteina e possuirem um papel biolégico importante.
Por isso, também mostrado na figura 26, estdo os espectros de CD da proteina
HS100A12 na presenca dos dois ions, separadamente e juntos, sendo a
concentracao de célcio suficiente para saturar os sitios de ligacdo da proteina (38
uM) e a concentragcdo de zinco resulta de quatro didlises em amicon com tampao
contendo 40 uM de ZnCl,. Caracteristicas espectrais similares sdo observadas
nesses casos quando comparadas ao espectro de CD da HS100A12 apo (sem ions)
indicando, portanto, que a composi¢ao de estrutura secundaria da proteina nao é
significativamente alterada pela ligacao dos ions.

Entretanto, algumas diferencas espectrais podem ser detectadas como, por

exemplo, a variagdo entre a intensidade das curvas, que provavelmente se deve a
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diferentes estados de oligomerizacdo da proteina. O espectro da proteina na
presenca de Zn*? possui tanto as bandas negativas (208 e 220 nm) quanto a banda
em 197 nm mais intensas que nos demais espectros, devido ao fato de apresentar-
se no estado tetramérico, onde pode ocorrer um aumento do conteddo de a- hélice
ou um rearranjo estrutural das hélices quando da ligacado com o zinco. O contrario
ocorre com a proteina na presenga dos dois ions ao mesmo tempo, em que a
diminuicdo da intensidade do espectro pode ser atribuida a um rearranjo
desfavoravel de hélices quando comparado com o espectro da proteina apo (sem
ion ligado). Em relagéo a variagao entre as intensidades das curvas da proteina apo
e da proteina na presenca de Ca*?, estas podem ser devidas ao rearranjo estrutural,
principalmente da hélice C, que sofre uma mudanga conformacional de
aproximadamente 90 graus na presenca de calcio, comparada a estrutura apo
(Figura 13).

30 . . . . .

T T T T

— HS100A12 Apo
—— HS100A12 com Ca”
20 —— HS100A12 com Zn" 4
—— HS100A12 com Ca” e Zn**

10 g

[61 (10°deg.cm’. dmol™)

-20 - 4

-30 T T T T T
200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Figura 26 - Espectros de CD da proteina HS100A12 na presenca e auséncia dos ions calcio e zinco em
tampao 50mM Tris, 25mM NaCl pH 7,5 a 20°C. Preto: espectro da proteina sem ions; vermelho:
espectro da proteina na presenca de calcio; azul: espectro da proteina na presenga de zinco e
verde: espectro da proteina na presenca de calcio e zinco.

A fim de caracterizar os mutantes da proteina HS100A12 analisando o
conteudo de estrutura secundaria (dados ndao mostrados), observamos
caracteristicas espectrais similares quando comparados ao espectro de CD da
HS100A12 nativa indicando, portanto, que a composicao estrutural secundaria da
proteina nao é significativamente alterada pelas mutacdes, confirmando a
integridade estrutural dos mutantes da proteina que foram expressos, um pré-

requisito essencial para estudos futuros mais detalhados.
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4.4.4.2 Estudo da Estabilidade Térmica da Proteina HS100A12

Com o intuito de investigarmos a estabilidade térmica da proteina HS100A12
na presenca € na auséncia dos ions calcio e zinco, utilizamos um tratamento
termodinamico para determinarmos as temperaturas e energias envolvidas na
transigcao.

Os espectros de CD da HS100A12 apo e na presenga dos fons Ca*?, Zn*? e
Ca*®/Zn*? em funcdo da variacdo de temperatura sdo mostrados na figura 27. A
medida que a temperatura aumenta gradativamente de 10 para 100°C, as mudancas
no espectro de CD da proteina, com e sem ions, revelam uma diminuicdo na
elipticidade. O ponto isodicréico em 203 nm (ponto de intersec¢cdo de todos os
espectros) que esta presente nos espectros da proteina apo é perdido quando a
proteina esta ligada aos ions, dando indicios de que a perda de estrutura secundaria
(desnaturacdo) é um processo diferente para a proteina com e sem ions.

A desnaturacao térmica da proteina HS100A12 apo e na presenca dos ions é
um processo de desenovelamento irreversivel, jA que as amostras resfriadas para
20°C imediatamente ap6s o processo de aquecimento originaram espectros de CD
bastante diferentes daqueles inicialmente obtidos para a mesma temperatura,
concluindo que a proteina nao retornou ao seu estado nativo inicial apés o

aquecimento-resfriamento.
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Figura 27- Analise da desnaturagao térmica da proteina HS100A12 utilizando dicroismo circular. (A):
HS100A12 Apo. (B): HS100A12 na presenca de calcio. (C): HS100A12 na presenga de zinco. (D):

HS100A12 na presenga de célcio e zinco.

Resultados similiares sdo observados quando a elipticidade das amostras é

monitorada em 208 nm (Figura 28), comprimento de onda considerado um indicativo

pratico de estrutura secundaria da proteina (113). A desnaturacdo térmica da

HS100A12 exibe um comportamento do tipo sigmoidal, tipico de processos

cooperativos, que se inicia em torno de 72°C e é completado préximo a 98°C, para a

HS100A12 apo (sem ions ligados) e comega em torno de 72°C, 86°C e 92°C e que

estd quase completamente finalizado em torno de 88°C, 96°C e 100°C para a

proteina na presenca de Ca*?, Zn*? e Ca*?/Zn*?, respectivamente.
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Figura 28 - Transicao da desnaturacao térmica com a elipticidade monitorada a 208 nm. (A): HS100A12
Apo. (B): HS100A12 na presenga de calcio. (C): HS100A12 na presenga de zinco. (D): HS100A12
na presenca de célcio e zinco. A diminuicdo do médulo da elipticidade esta associada com a perda
de estrutura secundaria. As linhas sélidas sé@o ajustes obtidos com fungdes do tipo sigmoide.

Como colocado acima, a desnaturacao térmica da HS100A12 na presenca e

auséncia dos ions célcio e zinco pode ser descrita como um processo irreversivel de
dois estados, descrito por:

onde N e D sao as formas nativa e desnaturada da enzima, respectivamente e k é a
constante de primeira ordem da reacdo, cuja dependéncia com a temperatura €
representada pela equacao de Arrhenius,

k=A exp (-E4/RT) (5)

onde T é a temperatura em Kelvin e E, é a energia de ativagédo da reacéo.

As fracdes de proteina desnaturada, fp, e nativa, fn, sdo dadas por
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FD = (GT—GN)/(GN—GD) e fD + fN =1 (6)

onde 671 € a elipticidade da amostra a uma temperatura particular; 6p e 6y séo
valores caracteristicos de elipticidade dos estados desnaturado e nativo tomados em
alguma temperatura bem abaixo ou bem acima da transigdo térmica. A fracdo da
proteina nativa, fy, esta relacionada com a temperatura de acordo com a seguinte

equacao (114):
In(In(1/fn))=(Eo/R)(1/Tm — 1/T) (7)

onde T, é a temperatura de transicao. Entdo, a equacao representada acima pode
ser usada para estimarmos a energia de ativacdo da reacgao, E,, € a temperatura de
transicao, T, construindo-se um grafico de In(In(1/fy)) versus 1/T.

Os valores da elipticidade foram transformados em fracées de proteina nativa e
desnaturada, de acordo com a Eqg. 6 e a variacdo com a temperatura da fp é
apresentada na figura 29. Esses valores foram entdo usados para construir 0s
gréaficos de In(In(1/fy)) versus 1/T, que foram ajustados para uma funcgéao linear (Eq.
7). Os ajustes resultaram em uma boa relagdo linear (Figura 30) e, a partir do
coeficiente angular desses graficos, a energia de ativacao aparente foi calculada
para HS100A12 apo (1989 kJ/mol), para HS100A12 na presenca do Ca*? (303+ 20
kJ/mol), para a proteina na presenca do Zn*? (650480 kJ/mol) e para HS100A12
ligada com Ca*? e Zn*? (720+ 90 kJ/mol).
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Figura 29 - Desnaturacao térmica da proteina HS100A12 na presenca e auséncia dos ions calcio e/ ou
zinco. Curva de transigcdo das mudangas estruturais da proteina HS100A12, monitorada em 208
nm, expressa em termos da fracdo de proteina desnaturada, fp, em fungdo da temperatura.
HS100A12 apo (linha e pontos pretos), HS100A12 + Ca*? (linhas e pontos vermelhos), HS100A12
+Zn*? (linhas e pontos azuis) e HS100A12 + Ca* + Zn*? (linhas e pontos verdes).

Adicionalmente, a partir do coeficiente linear dos ajustes, determinamos a
temperatura média de transicdo (T,) para cada caso, apresentando variacao para
temperatura menor quando da presenca do ion calcio e maiores temperaturas sao
encontradas quando o zinco esta ligado a proteina, sendo a mais alta temperatura
determinada para o complexo proteina-calcio e zinco (Tn=360,5 0,2 K para
HS100A12 apo, Tm=353,4+ 0,1 K para HS100A12 na presenca do Ca*?, T,=365,9+
0,1 K para a proteina na presenca do Zn*? e T,=368,3+ 0,1 K para HS100A12 ligada

com Ca*? e Zn*?).

Temperatura (°C)
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Figura 30 - Graficos In(In(1/fy) versus 1/T. (A): HS100A12 Apo. (B): HS100A12 na presencga de calcio. (C):
HS100A12 na presenga de zinco. (D): HS100A12 na presenga de célcio e zinco. As tabelas
indicam valores dos coeficientes linear e angular. As linhas sélidas séo ajustes obtidos com fungdes

lineares.

Os dois parametros, energia de ativacao e temperatura de transi¢ao, indicam
que a ocupacao dos sitios ligantes na estrutura da HS100A12 pelo zinco confere ao
complexo proteina-zinco uma estabilidade maior do que aquela observada apenas
para a HS100A12. Isto é compativel com os dados de Moroz et al (75), onde os
autores propéem que a ligacdo do zinco na proteina livre de metal causa um
rearranjo na hélice D e uma mudancga conformacional na hélice A, resultando na
estabilizacdo da interface de tetramerizacdo e formacdo de tetrameros.
Adicionalmente, podemos aventar a hipotese de que a HS100A12 com os dois ions
ligados (calcio e zinco) se torne ainda mais estavel devido a facilidade de formagao
de oligbmeros maiores (hexameros), pois com a ligacdo do zinco a afinidade da
proteina pelo ion calcio aumenta em torno de 1500 vezes, fazendo com que todos
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os sitios de ligacdo sejam rapidamente ocupados pelo calcio, com o calcio adicional
podendo se ligar entre os dimeros, levando a formagédo de hexameros.

Ja a desestabilizacdo do complexo proteina-calcio se deve ao conhecido
mecanismo de proteinas S100 em que a ligacdo com o metal € a responsavel por
expor o interior hifrofdébico da proteina, aumentando o contetudo eletrostatico
carregado negativamente e com isso, deixando a proteina mais sensivel a variacdes

de temperatura e mudancas conformacionais.

4.4.5 Estudo de Ressonancia Paramagnética Eletronica por marcacao de spin
sitio dirigida da transicao estrutural induzida pelos ions calcio e zinco na
S100A12 humana

Como dito anteriormente, o sucesso da técnica de SDSL passa pelo
conhecimento detalhado da estrutura da proteina em estudo. Um dos primeiros
objetivos que tentamos alcancar com o presente trabalho, foi monitorar mudancas
conformacionais na HS100A12 quando da ligacao dos ions célcio e zinco. Um ponto
crucial da estratégia de SDSL-RPE esta exatamente no planejamento de onde serao
introduzidos os residuos de cisteina de forma a sermos capazes de detectar as
mudancas de interesse. Para satisfazer a esta condicao, apresentamos nesta secao
uma comparacao entre as estruturas da Troponina C cardiaca humana (TnC) e
S100A12 humana (HS100A12). Assim como a enzima HS100A12, a TnC cardiaca é
uma proteina ligante de calcio, que pertence a superfamilia das calmodulinas e,
consequentemente, liga-se a ions Ca*? através de motivos “EF-hand”. Além dessas
caracteristicas em comum, a TnC foi alvo de estudos por SDSL-RPE e, assim, os
residuos da HS100A12 em posicoes analogas aquelas que foram sensiveis a
mudancas na estrutura da TnC foram escolhidos como ponto de partida para nossos
estudos.

O mondmero da TnC possui dois sitios de ligacao de calcio, o sitio | que é um
motivo “EF-hand” e consiste da hélice A-“loop”-hélice B e o sitio Il que consiste da
hélice C-“loop™-hélice D (Figura 31), sendo a afinidade do sitio | pelo ion Ca*® muito
mais baixa que do sitio Il (10). A ligacdo do célcio induz uma grande mudanca
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conformacional na proteina, passando de uma conformacdo “fechada” para uma
“aberta”, expondo assim sua superficie hidrofébica e interagindo com moléculas

alvos, receptores extracelulares e outras proteinas.

L

Figura 31 - Estrutura da TnC cardiaca humana (PDB 1SPY) com a indicacao das hélices A, B, Ce D e N-
terminal.

Como dito anteriormente, escolhemos utilizar para efeito de comparagédo a TnC
cardiaca porque, além de ser uma proteina que liga fons Ca*?, muitos estudos estdo
sendo feitos, como por exemplo, aquele realizado por Ueki et al (10) em que se
examina o movimento induzido pelo fon Ca*? nas hélices B e C relativo & hélice D do
estado monomérico da TnC utilizando ressonancia paramagnética eletrénica (10).
Nesse trabalho, os autores examinam a mudanca da distancia interspin (distancia de
um marcador de spin para outro marcador de spin) quando ocorre a ligacao do ion
célcio nos duplos mutantes da TnC. Dois mutantes da enzima TnC foram utilizados,
cada um contendo dois residuos de cisteina. Em um caso, os residuos de cisteina
estavam presentes nas hélices B e D e no outro, eles estavam presentes na hélice C
e D; o residuo escolhido na hélice D foi a cisteina nativa 84. A fim de examinar o
movimento da hélice B, os autores mutaram a Glicina 42 (Gly-42) por uma cisteina,
porque este é um residuo que esta exposto ao solvente e sua polaridade é parecida
com a polaridade do residuo de cisteina. A glutamina 58 (GIn-58) foi selecionada
para a mutacdo na hélice C, usando o mesmo critério utilizado para a escolha da
Gly-42 (10).

A partir dessas informacodes, fizemos uma comparacéao da estrutura da enzima
TnC cardiaca humana com a enzima HS100A12 (Figura 32) e identificamos alguns
residuos para a realizacdo das primeiras mutagdes sitio dirigidas utilizadas para o
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estudo da mudanca conformacional da proteina HS100A12 induzida pelos ions

céalcio e zinco.

Figura 32 - Sobreposicao das estruturas das proteinas TnC ( ) e HS100A12 (rosa), indicando os
residuos da proteina HS100A12 que correspondem aos residuos mutados na TnC por Ueki
etal (10).

Inicialmente, assim como Ueki et al (10), trés mutantes da proteina HS100A12
foram construidos (Figura 12 e Tabela 1): no primeiro deles substituimos a alanina
80 (A80) por uma cisteina, onde foi inserido o marcador de spin; no segundo, além
da alanina 80 presente na hélice D, substituimos a lisina 33 (K33) presente na hélice
B por uma cisteina e, por fim, substituimos a fenilalanina 57 (F57), presente na
hélice C, também por uma cisteina, construindo, assim, dois duplos mutantes
(K33C/A80C e F57C/A80C) que nos possibilitaram examinar a mudanca da distancia
interspin quando ocorre a ligagdo dos ions calcio e zinco.

A fim de mapear e até mesmo propor um modelo para a dindmica de
afastamento e aproximagdo das hélices C e D como um todo, quando Ca*? e Zn*?
estdo ligados a proteina, construimos também os seguintes duplos mutantes:
isoleucina 53 (hélice C) e alanina 80 (hélice D) originando o mutante I153C/A80C,
acido aspartico 54 (hélice C) e alanina 80 (hélice D) construindo o mutante
D54C/A80C, fenilalanina 57 (hélice C) e alanina 80 (hélice D) (F57C/ A80C), leucina
60 (hélice C) e alanina 80 (hélice D) (L60C/A80C), acido aspartico 61 (hélice C) e
alanina 80 (hélice D) (D61C/A80C) (Figura 33).
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Figura 33 - Estrutura do dimero da proteina HS100A12 (PDB 2WCE), indicando os residuos mutados por
cisteinas para posterior marcagao de spin. Figura construida utilizando-se o programa Pymol
(115).

Na Figura 34, apresentamos os espectros de RPE dos mutantes HS100 A80C,
K33C/A80C, 153C/A80C, D54C/A80C, F57C/A80C, L60C/A80C, D61C/A80C com o
marcador de spin (MTSSL) na auséncia e na presenca dos ions calcio e zinco a
25°C. Em vérios dos casos estudados, os espectros dos mutantes em estudo,
principalmente na presenca do ion Zn?*, apresentam uma componente que se refere
a uma populacdo de nitréxidos (marcador de spin) em regime de movimento
praticamente isotrépico e devida principalmente a presenca de moléculas de
marcadores de spin livres em solugdo mesmo apds o procedimento de separacao
descrito na secéo 4.3.12. Essa componente livre é caracterizada por trés linhas de
ressonancia estreitas e de intensidade similares (por exemplo, Figura 34B no
espectro na presenga de Zn%*).

Facamos uma analise dos espectros de cada mutante nas trés situacdes
investigadas (proteina na forma apo, na presenca de Ca** ou de Zn?**). O espectro
do mutante HS100A12 A80C (Figura 34A, linha preta), sonda no residuo base para
as medidas de distancia, contém duas componentes e nao apresenta contribuicao
significativa devida a marcadores de spin livres em solugcdo. As duas componentes
observadas (duas ressonancias na linha de campo baixo — v. setas na Figura 34A)

podem ser associadas a duas conformacdes experimentadas pela cadeia principal
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da proteina que se alternam numa escala de tempo de micro a nanosegundos. A
adicdo do fon Ca®" nado altera o espectro do mutante A80C (Figura 34A, linha
vermelha). Por outro lado, na presenca dos fons Zn?*, o espectro se altera
fortemente sendo agora constituido por apenas uma componente espectral que nao
pode ser relacionada a nenhuma das componentes previamente observadas (Figura
34A, linha azul). Ou seja, o espectro medido nesse caso difere dos anteriores e
indica, portanto, que os ions zinco estabilizam uma conformacao distinta da cadeia
protéica em que o marcador de spin sofre grande restricdo de movimento, ja que seu
espectro € tipico de sondas em regime de movimento bastante lento (quase rigido).

Os espectros medidos para o duplo mutante HS100A12 K33/A80C (Figura
34B) seguem o mesmo padrao observado para o mutante A80C: espectros contendo
duas componentes associadas a marcadores com restricio média ou grande de
movimento quando a proteina estd em sua forma apo e na presenca de calcio, com
estabilizacao de uma conformacgéo estrutural diferente apds adicdo de zinco. Neste
caso, observamos o aparecimento de uma componente espectral relacionada a
marcadores livres em solugdo na presenca de zinco (linhas bastante finas). Vale
ressaltar que, apesar das grandes mudancas observadas na presenca de zinco, em
nenhuma das trés condi¢des se vé alargamento das linhas de ressonancia devido a
presenca de duas sondas na estrutura protéica.

Neste ponto, cabe lembrar que quando dois momentos de dipolo estado
separados por distancias inferiores a cerca de 20 A, o efeito de sua interacéo dipolar
magnética aparece nos espectros de RPE-CW na forma de um alargamento de
linhas. A ndo observacdo de aumento nas larguras de linha é indicativo de que os
dois centros paramagnéticos estdo localizados a distancias superiores a 20 A e, no
caso do duplo mutante K33C/A80C, ndo parece sofrer maiores alteracbes em
termos de separacao quando da presencga dos ions.

Esta situacdo é completamente distinta ao passarmos para os espectros do
duplo mutante HS100A12 I53C/A80C (Figura 34C). Neste caso e nas trés situacdes
medidas, observamos facilmente grande alargamento das ressonancias,
evidenciando o sucesso de nossa estratégia de duplas mutacdes e marcagodes,
sugerindo distdncias muito curtas entre as sondas e que nao mudam de forma

significativa ao adicionarmos os ions divalentes.
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Figura 34 - Espectros de RPE em banda X dos mutantes da proteina HS100A12 com o marcador de spin
MTSSL na auséncia e na presenca de calcio e zinco a 25°C. (A) A80C. (B) K33C/A80C, (C)
153C/A80C, (D) D54C/A80C, (E) F57C/A80C, (F) L60C/A80C, (G) D61C/A80C .
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Os espectros do duplo mutante HS100A12 D54C/A80C (Figura 34D) sao
interessantes pois, apesar de nao apresentarem alargamentos devidos a
proximidade das sondas contidas na estrutura da proteina, mostram mudancas
espectrais tanto apds adicao de calcio quanto de zinco. O espectro da proteina na
forma apo € alterado para espectros associados a marcadores com restricdo de
movimento na presenca dos ions, sendo o zinco aquele que leva a maior
imobilizagdo da sonda, o que indica que essa € uma posicao sensivel aos processos
de mudanca conformacional ou oligomerizacdo experimentados pela S100 na
presenca de calcio ou zinco.

No caso do mutante HS100A12 F57C/A80C (Figura 34E), vemos pela primeira
vez um caso em que a dupla marcacao € sensivel a alteracdes tanto na forma de
linha do espectro (mudanca na mobilidade dos marcadores) quanto na distancia
interspin (proximidade dos marcadores). O espectro da proteina na forma apo €, de
forma geral, mais largo que aquele observado para o mutante simples A80C (Figura
34A), indicando que os centros magnéticos se encontram a menos de 20 A. A
adicdo de célcio ndo leva a grandes diferencas espectrais, como antes observado
para outras posicées, mas a presenga de zinco induz variacées na forma e no
padrdo de alargamento, mais uma vez sugerindo conformagdes distintas adotadas
apos adicao dos ions.

Na figura 34F, observamos os espectros do mutante HS100A12 L60C/A80C.
Neste caso, vemos de maneira bastante clara o diferente efeito causado pelos ions
célcio e zinco. Na forma apo e na presenca de calcio, ndo se vé claramente no
espectro de RPE-CW medido & 25°C maiores alargamentos devido a interagdo
dipolar. No entanto, a adicdo de zinco causa profunda mudanca evidenciada pelo
forte alargamento das linhas, mostrando que esse ion leva a diminui¢cao da distancia
entre as duas sondas presentes na estrutura da proteina, ou seja, a posi¢édo 60 da
hélice C se aproxima da posi¢ao 80 da hélice D.

Curiosamente, indo-se uma posicao a frente na hélice C e marcando-se a
cisteina introduzida na posicdo 61, ndo detectamos alteracbes significativas nos
espectros de RPE (Figura 34G) quando comparamos as trés condicées em estudo.
O duplo mutante HS100A12 D61C/A80C tem espectro tipico de marcadores em
movimento de dinamica intermediaria, sem alargamentos dipolares claramente

evidenciados. A presenca dos ions nao afeta esse padrao.
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As interacbes spin-spin sdo melhor analisadas a partir dos espectros dos
mutantes da proteina HS100A12 medidos a -100°C, pois assim conseguimos
remover a influéncia da mobilidade da cadeia lateral presente no espectro a 25°C e
nos concentrar nas alteracbes de distancia. Com esse tipo de experimento,
selecionamos a caracteristica que desejamos investigar, no caso a distancia,
removendo as contribui¢des da dindmica do marcador a largura e forma de linha dos
espectros. Assim, uma alteracdo na intensidade dos espectros de RPE-CW
normalizados e medidos a -100°C esta associada a uma mudanga na distancia spin-
spin, de forma a termos ressonédncias mais ou menos intensas (linhas menos ou
mais largas) quando os centros magnéticos se afastam ou se aproximam,
respectivamente.

Na figura 35, apresentamos os espectros de RPE-CW a -100°C obtidos de
todos os duplos mutantes construidos e medidos nas trés condigbes anteriormente
discutidas (forma apo, presenca de calcio ou de zinco). Em cada um dos painéis da
figura 35 € mostrado também o espectro do mutante simples A80C com o intuito de
evidenciarmos o sucesso da estratégia de dupla mutacdo e marcacao, ja que em
todos o0s casos a menor intensidade dos espectros é sinal claro da existéncia de
interacao dipolar magnética. Outra vantagem da apresentagdo conjunta com o
espectro do mutante simples esta na comparacao imediata que pode ser feita entre
os diversos espectro, assim obtendo-se uma descricdo qualitativa das mudancas em
investigacao.

Analisando primeiramente os espectros de cada duplo mutante obtido com a
proteina na auséncia de ligantes (primeira coluna na figura 35), podemos ordenar os
diversos pares de residuos por distancias, indo do mais proximo para o mais
distante, apenas comparando as intensidades (ou larguras) dos espectros. Assim,
temos que a distancia entre a posicao A80 aumenta na seguinte ordem: 157 = F61 <
L64 < K37 < D58 < D65. Se comparamos esta sequéncia com a estrutura
cristalografica da HS100A12 (Figura 33 acima), podemos perceber que a técnica de
SDSL é capaz de distinguir as distancias entre residuos consecutivos na hélice C,
caso dos 153 e D54, e que estejam posicionados no lado interno ou externo da
referida hélice. O espectro do duplo mutante I153C/A80C (Figura 35B) é mais largo
(menos intenso) do que aquele obtido para o mutante D54C/A80C (Figura 35C),
indicando maior proximidade no primeiro caso. Isto também pbde ser visto nos

espectros medidos a 25°C (Figura 34C e D).
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Figura 35 - Espectros normalizados de RPE em banda X do mutante simples da proteina HS100A12 com o
marcador de spin MTSSL na posicdao 80 (preto) e dos duplos mutantes nas posicées (A)
K33C/A80C, (B) 153C/A80C, (C) D54C/A80C, (D) F57C/A80C, (E) L60C/A80C, (F) D61C/A80C
(vermelho) a -100°C, sem calcio, na presenca de calcio e com zinco.

Comparando agora os espectros da figura 35 ap6s a adicdo dos ions
divalentes, podemos observar que a presenca de calcio ou zinco leva sempre a
alguma mudanca nas intensidades dos espectros dos duplos mutantes, o que havia
sido também percebido através dos espectros medidos em mais alta temperatura.
Apesar de, em muitos casos, a andlise qualitativa acima descrita ser suficiente,
procuramos também determinar valores de distancia para alguns dos duplos
mutantes (K33C/A80C e F57C/A80C) e, assim, fecharmos o que pode ser
considerado como o ciclo completo da estratégia de marcacao de spin sitio dirigida
para estudo de mudancas conformacionais.

Partindo deste ponto, as distancias entre os marcadores de spin para os dois
duplos mutantes foram estimadas através do método de desconvolucado de Fourier
(116) utilizando-se o programa cedido gentiimente pela Profa. Dra. Christiane
Timmel (University of Oxford). Em linhas gerais, o referido método consiste em
assumir que o espectro do duplo mutante € o resultado da convolugcdo entre um
espectro em que nao ha interacao dipolar (espectro padrao de nao-interacao) e uma
funcdo que toma conta do alargamento oriundo da interacao dipolar (forma de um
dubleto de Pake). No nosso caso, o espectro de RPE do mutante A80OC (em preto,
Figura 35) foi utilizado como padréao de espectro de ndo-interagdo. Na verdade, esse
nao é um espectro de ndo-interacado de um mutante duplo porque o espectro de nao-
interacao ideal deve conter a informacdo dos marcadores nos dois sitios, ou seja, a
soma dos espectros dos dois mutantes contendo marcador de spin em cada uma
das cisteinas separadamente ou um espectro medido utilizando uma amostra
contendo um marcador de spin e um analogo diamagnético. Contudo, em baixa
temperatura (-100°C), os movimentos do marcador de spin sdo praticamente
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congelados (regime rigido) e passam a se comportar de maneira idéntica. Portanto,
o uso do espectro do mutante simples (A80C) é uma boa aproximacao sob
condigdes rigidas e nao altera os valores das distancias calculados (10).

Na Tabela 3, sdo apresentados os valores das distancias spin-spin dos
mutantes da proteina HS100A12 K33C/A80C e F57C/A80C calculados pelo método
de desconvolugéo de Fourier. Analisando o mutante K33C/A80C, podemos observar
que a distancia da hélice B em relacéo a hélice D diminui 1,3 A com a ligagéo do fon
célcio, enquanto a distancia da hélice C em relacdo a hélice D, observada no
mutante F57C/A80C aumenta 1,7 A.

Tabela 3 - Distancia spin-spin e variacdo da distancia dos duplos mutantes da proteina HS100A12
marcados com MTSSL.

MUTANTES HS100A12 CONDICOES DISTANCIA (R) VARIACAO DA
DISTANCIA (R)
Sem Ca*? 1386 | 00
K33C/A80C
Com Ca*? 12,61 -1,25
Sem Ca*? yZ0 % S [ —
F57C/A80C
Com Ca*? 8,71 +1,67

Examinando as estruturas cristalograficas da proteina HS100A12 na forma apo
(75) e na presenca de calcio (74) (Figura 36), verificamos que os valores das
distancias entre as hélices em estudo obtidos, utilizando a técnica de SDSL aliada a
RPE estédo consistentes com os valores observados nas referidas estruturas.

Cabe aqui lembrar que discrepancias entre os numeros oriundos das analises
de SDSL e dados estruturais de cristalografia de raios-X se devem ao fato de que a
medida das distancias na estrutura cristalografica é feita a partir da cadeia principal
da proteina, enquanto que nos mutantes ela se refere a separacao entre os dois
grupos nitroxidos inseridos nas cadeias laterais dos residuos de cisteina. Ou seja,
quando calculamos distancia na estrutura cristalografica estamos medindo a
separacdo entre atomos da cadeia principal, ao passo que por SDSL-RPE
monitoramos a separacao entre as cadeias laterais marcadas que podem adotar
diferentes conformagdes e, com isso, levar a distdncias maiores ou menores do que

aquelas obtidas da estrutura tridimensional.
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As distancias entre K83R1 e A80R1 (residuos ligados com o marcador de spin
R1) na auséncia e na presenca de calcio, obtidas a partir dos dados cristalograficos,
sdo 12,05 A e 14,87 A, respectivamente, ao passo que, a partir de nossos
resultados, temos 13,9 A e 12,6 A, indicando, neste caso, uma incongruéncia entre
os valores oriundos das duas diferentes fontes. Com a ligacdo do célcio seria
esperado que as hélices se distanciassem ja que a hélice B, onde se encontra o
residuo K33, constitui o dominio de ligagdo do Ca*? EF-hand | e a hélice C, onde
estd o residuo A80, € uma das hélices do dominio EF-hand Il. Com isso, esse
resultado carece de uma andlise mais cuidadosa, assim como a produgdo de
mutantes adicionais da hélice B se faz necesséario para uma analise completa da
dindmica de afastamento/aproximacao.

Ja as distancias entre F57R1 e A80R1 observadas na estrutura cristalografica
sdo de 11,00 A sem calcio e 13,79 A com célcio e por SDSL-EPR sdo de
aproximadamente 7,0 A na auséncia de célcio e 8,7 A na presenca do ion, assim
confirmando o mecanismo de ligagdo de proteinas EF-hand com o ion Ca*?, onde o
afastamento das duas hélices que compéem o dominio de ligagdo com o ion, resulta
na exposicao dos residuos hidrofébicos da proteina.

Figura 36 - Estrutura da proteina HS100A12 apo (PDB 2WCE)- (A) e com calcio (PDB 1E8A)- (B), indicando
os residuos marcados com MTSSL e os valores das distancias entre eles, (A): K33C/A80C-
12,05 A e F57C/A80C- 11,00 A. (B): K83C/A80C- 14,87 A e F57C/A80C- 13,79 A.
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4.4.6 Interacao da proteina HS100A12 com fosfolipidios utilizando modelos de

biomembranas

Os membros da familia S100 possuem tanto fungdo intracelular como
extracelular, desta forma, participando de diferentes processos, como, crescimento e
diferenciacao celular, regulacdo do ciclo celular, transcricdo e atuando também
como receptores de transducao de sinal. Como a proteina HS100A12 é expressa
principalmente em locais de inflamacgéao crénica, acredita-se que ela possua um
papel muito importante nesta etapa do ciclo da célula. O mecanismo pelos quais
essa proteina modula o curso de processos inflamatorios esta relacionado a sua
interacdo com o receptor para produtos de glicosilacdo (“Receptor for Advanced
Glycation End Products™ RAGE), que € um membro multiligante de moléculas da
superficie celular da superfamilia da imunoglobulina (117).

Baseado nessas informacdes decidiu-se investigar os aspectos fundamentais
da interagdo proteina-célula em nivel molecular, empregando monocamadas de
Langmuir como sistemas biomiméticos de membrana. Esses modelos de membrana
sao bastante eficientes porque mimetizam metade de uma membrana biolégica ao
mesmo tempo possibilitando um alto controle da densidade, arquitetura e
composicao do filme.

Inicialmente, foi determinada a cinética de adsorcao da proteina HS100A12 na
auséncia e presenga dos fons Ca*? e/ou Zn*? em monocamadas constituidas pelos
fosfolipidios DPPC e DPPG (Figuras 37 e 38). Como pode ser observado na figura
20, os dois fosfolipidios empregados neste estudo possuem caracteristicas
diferentes, sendo o DPPC, zwitteribnico (carga total neutra) e o DPPG contendo um
grupo carregado negativamente. Com isso, também podemos investigar a influéncia
dos grupos carregados na interacao da proteina com a monocamada lipidica.

O experimento de cinética foi realizado conforme descrito na segéo 4.3.14,
onde a proteina foi injetada na subfase aquosa da monocamada lipidica em baixo
empacotamento, com pressao superficial zero.

Nas figuras 37 e 38 sdo apresentados os graficos de variagao da pressao de
superficie em funcédo do tempo devido a adsorcéo da proteina em monocamadas de
DPPC e DPPG, respectivamente. Através das curvas, pode-se verificar que a
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cinética de adsorcao da proteina ocorre em trés etapas bem definidas, denominadas
a partir de agora de E1, E2 e E3 (representacao na figura 37A).

O estagio E1, denominado tempo de inducéo (lag time), corresponde a um
progressivo incremento na concentragdo das moléculas na vizinhanca da interface
(ou subsuperficie), geralmente acompanhada por pequena ou praticamente
nenhuma variagdo na pressao superficial. Uma vez que o numero de moléculas na
regidao da subsuperficie tenha atingido um limite, o processo de adsorcao atinge o
estagio E2. Durante este estagio, um valor de area superficial necessita estar
disponivel para que ocorra a insercao da molécula na interface. Em outras palavras,
podemos atribuir ao estagio E2 o processo de adsorg&o/incorporagdo propriamente
dito. Ja o estagio E3 representa alteragcdes conformacionais que a molécula sofre,
para melhor se acomodar na interface, até atingir sua disposicao final.
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Figura 37 - Cinética de adsorcao da proteina HS100A12 sobre monocamada de DPPC. (A): 0,5 ug/ml de

proteina. (B): 2,5ug/ml de proteina. HS100A12 apo (preto), HS100A12 + Ca* (vermelho),
HS100A12 + Zn*? (azul) e HS100A12 + Ca*® + Zn*? (verde).



106

A
T 'IA — T T T T T T T T T T T T 1
71 oo DPPG + HS100A12 (0,5ug/ml) .
1 —zn? 1

-1

Pressao de Superficie (mNm)
w
1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (min)

—
11]___g»  DPPG +HS100A12 (2,5u9/ml) ]

Pressao de Superficie (MNm™)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (min)

Figura 38 - Cinética de adsor¢ao da proteina HS100A12 sobre monocamada de DPPG. (A): 0,5 ug/ml de
proteina. (B): 2,5ug/ml de proteina. HS100A12 apo (preto), HS100A12 + Ca*® (vermelho),
HS100A12 + Zn** (azul) e HS100A12 + Ca*® + Zn*? (verde).

A variacao da pressao de superficie para os dois fosfolipidios estudados se
mostrou dependente tanto da concentracdo da proteina (0,5 e 2,5 ug/ mL) como
esperado, mas também da identidade dos ions ligantes, célcio e zinco (Tabela 4).

Para a monocamada de DPPC, verificou-se que o estagio E1, relacionado ao
tempo de inducdo, se mostrou muito maior para a proteina na presenca de Ca*?
diminuindo na presenca de Zn*? e sendo muito menor na presenca dos dois fons.

Interessantemente, sabe-se da literatura que a interagdo de HS100A12 com Ca*?
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provoca uma mudanca na conformacdo da proteina de mais fechada para uma
conformacdo mais aberta, tendo como conseqiéncia maior exposicao das regides
hidrofdbicas.

Na presenca do Zn*?, a proteina se encontra com estado de oligomerizagao
diferente daquele na presenca de ions calcio, pois nessas condicbes, ela se
encontra na forma tetramérica e ndo dimérica como quando na presenca de calcio.
O estado de oligomerizacao parece também afetar na interagcdo com o fosfolipidio,
visto que esta ocorreu a diferentes intervalos de tempo, e provocando diferentes
variacbes de pressao superficial. Esse resultado corrobora com os estudos
realizados por Moroz et al (102, 104), onde foi observado que o meio de cultura de
células contendo zinco é importante para a oligomerizacao da proteina HS100A12 e
para sua ligagdo com moléculas da superficie celular.

J& na presenca dos dois ions, a proteina também se encontra em uma
conformacéo diferente daquela na presenca apenas do ion Ca*?, facilitando assim, a
adsorcao da mesma na interface.

Os resultados obtidos com o fosfolipidio aniénico, DPPG, apontam que, com
excecdo da proteina incubada com ions Ca*?, as variagdes no valor de pressdo
superficial foram maiores (Tabela 4), indicando maior afinidade por lipidios
carregados negativamente. Essa afinidade deve ocorrer justamente pela atracdo da
HS100A12 pelos grupos da cabeca polar, uma vez que ela se encontra carregada
positivamente no pH 7,5.

Tabela 4 - Valores da pressao de superficie de dois modelos de membrana na presenca da proteina
HS100A12 a concentracao de 0,5 e 2,5 ug/ml, na presenca e auséncia dos ions calcio e/ ou

zinco.
Componentes
da Pressdo de Superficie (mN/m)
Monocamada
HS100A12-Ca*? e
HS100A12-Apo HS100A12-Ca*? HS100A12-Zn*? 7n*2
0,5 ug/ml | 2,5pg/ml | 0,5ug/ml | 2,5pug/ml | 0,5ug/ml | 2,5ug/ml | 0,5ug/ml | 2,5ug/mi
DPPC 0,86 4,17 2,65 5,40 3,25 7,42 6,37 10,77
DPPG 2,94 4,81 1,07 2,84 6,79 10,14 10,89
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O estudo da adsorcao de proteinas na interface ar-agua ou em uma interface
lipidica dificilmente pode ser descrito em termos apenas de um parametro, sendo
necessario um estudo individual para cada proteina. Tripp et al (118), por exemplo,
estudaram a adsorcao de diversas proteinas a interface liquido-ar e verificaram que
mesmo proteinas com maior grau de hidrofobicidade nem sempre apresentavam
adsor¢do mais rapida na interface, visto que o tamanho da proteina e estabilidade
conformacional também afetavam diretamente o tempo de indugéo a interface. Além
disso, na presenca de monocamadas lipidicas, mesmo a baixos empacotamentos, a
afinidade da proteina pelo lipidio pode atuar como forca motriz para a adsorcéo
deste (111).

Com isso, conhecendo o mecanismo de ligacao de proteinas EF-hand com o
fon Ca*?, em que sdo expostos os residuos hidrofébicos da mesma, podemos inferir
que a cinética de adsorcao da HS100A12 em monocamada de DPPC ¢é atribuida a
interagéo proteina-DPPC. O comportamento da proteina incubada com célcio se
apresentou diferenciado das demais, visto que a maior interacdo ocorreu com a
monocamada de DPPC e ndo com DPPG. Além disso, a adsorcao da proteina com
Ca* apresentou-se mais lenta. Provavelmente, um estudo mais apropriado
utilizando técnicas espectroscopicas de superficie como PM-IRRAS (“Polarization-
Modulation Infrared Reflection Absorption Spectroscopy”) poderiam responder se 0
comportamento observado para a proteina incubada com ions calcio resulta de
alteragdes conformacionais desta que n&o apenas a exposicdo das regides
hidrofébicas induzidas pelo ion.

Os valores de pressao de superficie para a proteina na presenca de zinco sao
maiores que para a proteina apo e com calcio, levando-nos a concluir que a
eficiéncia de interagdo da proteina com a monocamada é maior na presenca deste
ion. As mudancgas conformacionais induzidas pelo zinco, discutidas na secédo de
dicroismo circular (v. secdo 4.4.4.), provavelmente favorecem a interacdao da
proteina com a monocamada. Ja quando a proteina é incubada com célcio e zinco,
provavelmente ocorre um processo cooperativo resultando em uma interagdo maior
do que aquela que ocorre quando a proteina esta incubada com os ions
separadamente. Esse resultado esta de acordo com alguns estudos que
demonstraram que a ligagdo do zinco aumenta a afinidade da proteina pelo seu alvo
extracelular, o receptor para produtos de glicosilacao (RAGE), presente na
membrana bioldgica (52, 102).
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Apbs as cinéticas de adsorcdo, os sistemas mistos em equilibrio foram
comprimidos, e os resultados sdo apresentados a seguir (Figuras 39 e 40).
Inicialmente, foram medidas as isotermas n-A para as monocamadas de DPPC e
DPPG em subfase de tampao 50 mM Tris, 25mM NaCl pH 7,5, na auséncia da
proteina (curvas em cinza das figuras 39 e 40). Diferente da isoterma do DPPG, a
curva para o filme de DPPC apresenta o patamar correspondente a coexisténcia das
fases liquida-expandida e liquida-condensada (LE-LC) pouco definido. A alteracédo
deste patamar, que é caracteristico da isoterma desse fosfolipidio, pode ter ocorrido
devido a presencga dos sais contidos no tampao utilizado em nosso estudo.

Em seguida, verificamos o efeito da adicdo da proteina, na auséncia e na
presenca dos ions. Através das figuras 39 e 40, verificamos efeitos distintos da
proteina sobre as monocamadas de DPPC e DPPG. O deslocamento das curvas
para valores de areas por molécula maiores quando da presenca da proteina indica
a incorporagdo do polipeptideo na monocamada lipidica. Essa expansao para
maiores areas é dependente dos ions que estao ligados a proteina e a amplitude
deste deslocamento na area por molécula corrobora os dados obtidos na cinética de

adsorcgao.
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Figura 39 - Isoterma de pressao de superficie para o DPPC com tampao ( ), HS100A12 apo (preto),

HS100A12 + Ca*? (vermelho), HS100A12 + Zn*? (azul) e HS100A12 + Ca*? + Zn*? (verde). (A):
HS100A12 - 0,5ug/ml. (B): HS100A12 - 2,5ug/ml.
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Figura 40 - Isoterma de pressao de superficie para o DPPG com tampao ( ), HS100A12 apo (preto),
HS100A12 + Ca*? (vermelho), HS100A12 + Zn*? (azul) e HS100A12 + Ca*? + Zn*? (verde). (A):
HS100A12 - 0,5ug/ml. (B): HS100A12 - 2,5ug/ml.

Vale ressaltar, que as curvas de mn-A ndo tem inicio no zero de presséao
superficial porque a compressdao da monocamada foi efetuada apds a adsorcédo das
proteinas. Interessantemente, para a isoterma das proteinas com o lipidio DPPC,
notamos o aparecimento de um plateau bem definido ocorrendo em pressdes
superficiais entre 25-30 mN m™. Este fendmeno ocorre para todas as proteinas,
independente da presenca e do tipo de ion, sendo que as Unicas variagées sao no
valor exato de pressdo em que ocorre, bem como na extensdo, em area por

molécula. Vale lembrar que, de acordo com Marsh (119), esta faixa de pressao
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sueprficial corresponde exatamente ao empacotamento lipidico em uma membrana
real.

Para o caso da proteina na forma apo e na presenga do ion calcio na
concentracao de 0,5 ug/ mL, nota-se que apds esse plateau, as curvas comegcam a
coincidir com a do lipidio puro, sugerindo a expulsdo da proteina da interface. Ja
para a concentracdo mais elevada, 2,5 ug mL", observamos que uma parte da
proteina permanece na monocamada lipidica, provavelmente pelo excesso da
macromolécula adicionado.

Ja na presenca de ions zinco, bem como de célcio e zinco essa transigao
ocorre, mas a area minima para cada um dos sistemas (obtida através da tangente a
curva imediatamente antes do colapso) ainda é muito maior que a do lipidio puro,
indicando a permanéncia das proteinas na interface.

Para o caso do DPPC, os resultados sugerem que na presenca dos ions zinco,
a proteina deve expor uma maior regido hidrofdébica para o meio, visto que a
incorporacao desta foi maior e mais forte, ndo sendo expulsa da interface. Dessa
forma, a interagcdo com este ion (zinco) deve induzir alteracées conformacionais na
proteina que facilitam sua insercdo na membrana, desempenhando assim seu papel
bioldgico.

Para monocamadas de DPPG, nota-se que os mesmos patamares sao
observados, entretanto, o efeito para este lipidio parece ser ligeiramente mais
proncunciado, principalmente quando observamos os deslocamentos para maiores

valores de area por molécula.
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5 As Proteinas Lisozimas

As lisozimas pertencem a classe de enzimas cuja atividade catalitica esta
relacionada a hidrélise da ligagao glicosidica B (1,4) que liga o carbono C-1 do acido
N-acetilmuramico (NAM) e o carbono C-4 do N-acetilglicosamina (NAG),
componentes do peptidoglicano, principal constituinte de parede celular de bactérias.
Em plantas e animais, elas constituem um mecanismo de defesa natural contra
patégenos bacterianos (120, 121, 122). Em bacteriéfagos, as lisozimas, chamadas
de endolisinas, hidrolisam o peptidoglicano para facilitar a penetracdo do aparelho
de injecao do fago ou induzem a lise celular no final do seu ciclo de replicagéo (123,
124, 125). Por outro lado, as bactérias também produzem lisozimas, chamadas de
autolisinas, que estao envolvidas na sintese de novo da parede celular durante o
crescimento e divisdo da célula (126, 127).

As lisozimas sdo excelentes candidatas a biopreservativos porque existem
naturalmente no corpo humano e em muitos produtos alimenticios, podendo ser
consideradas aditivos alimenticios “naturais”. A primeira enzima a ser utilizada na
preservacao de alguns alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos foi a
lisozima da clara de ovo de galinha (Gallus gallus) ou tipo-C. Trata-se de uma
enzima pequena com 129 residuos de aminoacidos dispostos em cadeia Unica,
resultando numa massa molecular préxima a 14,5 kDa. A enzima possui um sitio
catalitico formando uma fenda profunda no interior da molécula no qual estdo
localizados os residuos Glu-35 e Asp-52 responsaveis pela hidrolise da ligacéo
glicosidica citada anteriormente. Acredita-se que o Glu-35 protona o lago acetal do
substrato, enquanto o Asp-52, de carga negativa, estabiliza o ion carbocation
resultante (128). Novas enzimas com propriedades similares foram encontradas na
lagrima, no leite, em secrecdes e extratos de varios tecidos animais, bem como na
clara de ovo de inUmeras aves.

Como dito acima, a lisozima além de ser utilizada na industria alimenticia na
preservacao de alimentos e na industria farmacéutica, como potencializador de
antibiéticos, é tambem utilizada nos laboratérios de Genética Molecular, em

experimentos envolvendo tecnologia do DNA recombinante, clonagem e expressao
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génica, onde se faz necessaria a lise de bactérias hospedeiras dos plasmideos

recombinantes (129).

5.1 Lisozima do Bacteriéfago T4 (T4L)

A lisozima do fago T4 € uma enzima produzida nas células de Escherichia coli
depois da sua infeccdo com o bacteriéfago T4. Apesar da analise da sequéncia
indicar que a enzima lisozima do fago T4 apresenta baixa identidade sequencial com
a lisozima de clara de ovo de galinha (Figura 41), ambas possuem atividade

catalitica similar sendo, portanto, endoacetilmuramidases (130).
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Figura 41 - Alinhamento seqliencial entre Lisozima do bacteriéfago T4 (T4Lysozyme) e Lisozima de clara
de ovo de galinha (eggLysozyme). Alinhamento e figura foram feitos utilizando o programa
MULTALIN (91).

A enzima lisozima do bacteriéfago T4 (T4L) contém 164 residuos, peso
molecular de 18635,4 Da, pl=9,59 e sua estrutura foi resolvida por Matthews et al
(131). Como pode ser observado na figura 42, a estrutura consiste de dois |6bulos
totalmente distintos, com a parte C-terminal da cadeia polipeptidica exclusivamente
no dominio “superior”’, enquanto que no dominio “inferior” esta a porcao N-terminal
da molécula. A hélice amino-terminal interage extensivamente com o dominio
superior e, com isso, ajuda a manter os dois lébulos ligados.

Na porcao inferior, os residuos 18-34 formam trés fitas P antiparalelas
distorcidas, sendo as Unicas estruturas P existentes na molécula. Por outro lado, o
dominio superior possui carater helicoidal e é constituido de uma combinacdo de
cinco a hélices, cada uma com aproximadamente 10 residuos, arranjadas de tal
forma que fazem uma parede de cilindros formando um barril com uma cavidade
hidrofébica no interior. Essa regido hidrofébica conecta-se através da parte central

da molécula com outra regiao hidrofobica na parte inferior.
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A conexdo mais 6bvia entre os dois dominios é feita por uma longa o-hélice
(hélice C), de 20 residuos, que se estende quase de uma extremidade a outra da
molécula. Adicionalmente, os dois l6bulos estdo também conectados através da

hélice amino-terminal, como ja mencionado anteriormente.

Figura 42 - Estrutura da Lisozima do bacteriéfago T4, indicando a regidao N e C-terminal e as hélices C e
H. Verde: porgdo N-terminal. Azul: porgdo C-terminal. Lilas: a-hélice C que se estende de uma
porgéo a outra da molécula.

Na parte central da molécula h4 uma fenda de aproximadamente 6-8 A de
didmetro, que se acreditava fosse a responsavel por acomodar o N-acetilmuramil-N-
acetilglucosamil da parede celular (131). Esta hipétese foi confirmada por Tsugita
(132) quando propds estudar a atividade catalitica da enzima focalizando os
residuos Asp 20, Glu 22, Glu 105, Trp 138, Asn 140 e Glu 141, cujas cadeias laterais
estdo localizadas na fenda da molécula. Tsugita observou que a troca desses
aminoacidos por outros diminuia drasticamente a atividade, concluindo, portanto,
que eles sao essencias para a atividade catalitica da enzima. Este e outros estudos
com uma variedade de mutantes da lisozima do fago T4 sao feitos rotineiramente a
fim de se obter mais detalhes a respeito da correlacdo estrutura e funcdo dessa
enzima.

No presente trabalho, abordamos a suposta criacdo de uma cavidade no “core”
hidrofobico da porgdo C-terminal da enzima, quando mutamos a Leu 133 por Ala
e/ou Gly, ou seja, quando trocamos um residuo grande por um de menor volume.
Acredita-se que a proteina sofra um reajuste estrutural com o intuito de preencher o
espaco vazio criado por essa substituicdo. Com isso, propusemos estudar por SDSL
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o movimento da a-hélice H inserindo o marcador de spin na posi¢cao 131 ocupada na
forma nativa por um residuo de valina.

Adicionalmente, analisamos a estrutura da enzima T4L e observamos que a
hélice H possui uma certa “complementariedade” com a hélice que contém os
residuos 61 ao 81, chamada de hélice C (Figura 43). Essa “complementariedade” é
devida aos seguintes fatores:

e Na hélice H, o residuo 127 é um Aspartato, enquanto que na hélice C, o
residuo 68 é uma Asparagina, ou seja, a diferenca é o grupo hidroxila (OH)
do Aspartato e o grupamento amina (NH,) da Asparagina.

e O residuo 128 da hélice H é um Glutamato, enquanto que o residuo 69 é
uma Glutamina, a diferenca entre eles é a mesma que para o residuo 127 e
68.

¢ Na hélice H, ha dois residuos de Alanina na mesma posicao que os dois
residuos de Valina na hélice C.

Além dessa “complementariedade” existente entre as duas hélices,
observamos que muitos estudos foram realizados com a hélice C. Mchaourab et al.
(18), por exemplo, realizaram um estudo utilizando SDSL com a hélice C, inserindo o
marcador de spin na posicao 72, que é um sitio de superficie de hélice exposto ao
solvente, cujo espectro de RPE reflete um dos movimentos mais imobilizados para
essa classe de sitios. Ao passo que, quando os autores inseriram o marcador de
spin MTSSL na posi¢do 131 da hélice H, um sitio também de superficie de hélice
exposto ao solvente, o espectro de RPE apresentou caracteristicas de um
movimento anisotrépico simples semelhante ao sitio 72, mas com uma maior
amplitude de movimento para o nitroxido.

Diante da semelhanca de ambos os sitios e diferentes espectros de RPE
decidimos estudar a interagdo entre as cadeias laterais do marcador de spin na
posicdo 131 e dos residuos vizinhos da hélice H (residuo 126-135) da lisozima do
fago T4, mutando os residuos dessa hélice pelos seus respectivos
“complementares” da hélice C (Figura 43). No total, caracterizamos quatro diferentes
mutantes, primeiramente o residuo Asp 127 foi mutado por uma Asparagina, sendo
denominado D127N; depois, no lugar do Glu 128 colocamos uma Glutamina,
D127N/E128Q; em seguida, o residuo Lys 135 foi mutado por uma Arginina,

resultando em um mutante com trés substituicoes, D127N/E128Q/K135R e
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finalmente, no lugar da Asn 132 colocamos uma Alanina, obtendo o mutante
D127N/E128Q/K135R/N132A.

Figura 43 - Estrutura da Hélice C e da Hélice H indicando seus respectivos residuos e destacando os
ambientes estruturais em torno da posicao 72 e 131 que serao explorados nos estudos por
SDSL.

5.2 Metodologia

As etapas nesta secado descrevem as metodologias em biologia molecular
utiizadas para a obtencdo e caracterizacdo dos mutantes da lisozima do
bacteriofago T4 (T4L), o seu procedimento de expressao e purificacdo e
experimentos de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE).

5.2.1 Producao dos mutantes da proteina T4L

O protocolo para obtencao dos mutantes da enzima T4L foi o mesmo utilizado
para a producao dos mutantes da proteina HS100A12, descrito no capitulo anterior
(secao 4.3). Contudo, as enzimas de restricao utilizadas para a subclonagem do
gene contendo as mutacdes T4L diferem daquelas utilizadas para as mutacdes da
proteina HS100A12, devido ao fato do vetor utilizado ser pHSe5 ao invés de pQEG0.

A sequéncia que codifica a proteina T4L utilizada na estratégia de amplificacao
para obtencdo dos genes de interesse, os oligonucleotideos forward e reverse e a
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sequéncia dos sitios de restricdo para a enzima BamHI| sao apresentados na figura
44. O “template” utilizado como molde na amplificacdo dos “primers” dos mutantes
da T4L possui trés substituicoes, a primeira delas no residuo de cisteina 54 que foi
mutado por uma treonina (C54T), na segunda, a cisteina 97 foi mutada por uma
alanina (C97A) e na terceira o residuo de cisteina foi inserido na posi¢cdo 131
(V131C).

1

GGAAACAGGATCCATCGATGCATGAATATATTTGAAATGTTACGTATAGATGAAGGTCTTAGACTTAA
AATCTATAAAGACACAGAAGGCTATTACACTATTGGCATCGGTCATTTGCTTACAAAAAGTCCATCAC
TTAATGCTGCTAAATCTGAATTAGATAAAGCTATTGGGCGTAATACTAATGGTGTAATTACAAAAGAT
GAGGCTGAAAAACTCTTTAATCAGGATGTTGATGCTGCTGTTCGCGGAATTCTCAGAAATGCTAAATT
AAAACCGGTTTATGATTCTCTTGATGCGGTTCGTCGCGCTGCATTGATTAATATGGTTTTCCAAATGG
GAGAAACCGGTGTGGCAGGATTTACTAACTCTTTACGTATGCTTCAACAAAAACGCTGGGATGAAGCA
GCAGTTAACTTAGCTAAAAGTAGATGGTATAATCAAACACCTAATCGCGCAAAACGAGTCATTACAAC
GTTTAGAACTGGCACTTGGGACGCGTATAAAAATCTATAAGCCAAGCTTATCGATGATAAG
492
Figura 44 - Seqliéncia codificadora da Lisozima T4. A seqiiéncia mostra 534 nucleotideos sendo que 492
nucleotideos codificam para a proteina Lisozima do bacteriéfago T4 (C54T, C97A e V131C). Os
nucleotideos em negrito vermelho representam o inicio e o fim da seqUéncia que codifica para a

proteina. As seqliéncias em negrito representam os oligonucleotideos foward e reverse (5" e 3’). Os
nucleotideos sublinhados representa o sitio de clivagem para a enzima de restrigdo BamH].

Os oligonucleotideos (“primers”) contendo as mutacdes de interesse para a
enzima T4L que foram desenhados e sintetizados séo listados na Tabela 5. Com
isso, obtemos os mutantes da enzima que serdo utilizados para marcagao sitio

dirigida.
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Tabela 5 - Oligonucleotideos da enzima T4L que foram utilizados na amplificagdo por PCR. Os
nucleotideos em azul representam as trincas dos coédons que codificam para a mutagédo de
interesse e em lilas as outras mutagdes presentes na sequéncia.

NOME DO . o n
CLONES OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA
MUTANTE
V131C/L133A Sense 5’-GCAGCATGTAACGCCGCTAAAAG-3’
Leul33 - Ala133 V131C/L133A
V131C/L133A AS 5-CTTTTAGCGGCGTTACATGCTGC -3’
V131C/L133G Sense 5-GCAGCATGTAACGGTGCTAAAAG -3’
Leul33 - GIy133 V131C/133G
V131C/L133G AS 5-CTTTTAGCACCGTTACATGCTGC -3'
D127N/V131C Sense 5'-AAACGCTGGAATGAAGCAGCATG -3’
Aspl27 — Asn127 D127N/V131C
D127/V131C AS 5'-CATGCTGCTTCATTCCAGCGTTT -3'
D127N/E128Q/V131C Sense | 5'-AAACGCTGGAATCAGGCAGCATG -3’
Glu128 - GIn128
D127N/E128Q/V131C
D127N/E128Q/V131C AS 5'-CATGCTGCCTGATTCCAGCGTTT -3’
V131C/K135R Sense 5'-GTAACTTAGCTCGTAGTAGATGG -3’
Lys135 — Arg135 D127N/E128Q/V131C /
/K135R
V131C/K135R AS 5'-CCATCTACTACGAGCTAAGTTAC -3’
Asn132 — Ala132 D127N/E128Q/V131C V131C/N132A/K135R Sense 5'-GCAGCATGTGCGTTAGCTCGT -3
/N132A/K135R
V131C/N132A/K135R AS 5'-ACGAGCTAACGCACATGCTGC -3’

As sequéncias nucleotidicas que codificam os mutantes da proteina lisozima do
bacteriofago T4 foram amplificadas através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), realizada em um termociclador Robocycler” 40- Stratagene empregando o
mesmo protocolo da secédo 4.3.1, alterando somente a temperatura de hibridizacao
dos primers para 47°C. Em seguida, os produtos das amplificacdes dos mutantes
T4L (DNA puro) foram submetidos a reagdes de dupla digestdo com as enzimas de
restricdo, BamHI| e Ndel e a reacao de ligacao, conforme as secoes 4.3.2 e 4.3.3 do
capitulo anterior.

Com a insercao das sequéncias codificantes de interesse dos mutantes da
proteina T4L no vetor pHSe5, realizamos a transformacgédo de células competentes
de E. coli XL1 para propagacao plasmidial e com algumas col6nias resistentes

(possiveis recombinantes ou clones positivos) que foram selecionadas realizamos a
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extracao dos seus DNAs plasmidiais e, posteriormente, estes foram analisados por
sequenciamento.

Uma vez confirmada a presenca dos DNAs plasmidiais que contém as
sequéncias codificantes das enzimas mutantes nestas células, os mesmos foram
estocados a -20°C para posterior transformacdo em células de expressdo (E. coli
BL21) e obtermos os mutantes da enzima que serao utilizados para marcacéo sitio
dirigida.

5.2.2 Expressao da Enzima Lisozima do Bacteriéfago T4

Os procedimentos utilizados para realizar o teste de expressao e a expressao
da enzima T4L foram os mesmos para todos os diferentes mutantes.

Para realizar os testes de expressao foram feitos pré-indculos das colénias
resultantes da transformacao de células E.coli BL21 com os plasmideos contendo a
sequéncia que codifica o0 mutante da proteina, selecionadas em meio sélido com
antibiético. As colbnias foram inoculadas em 5 mL de meio LB liquido contendo
ampicilina (1 uL a 100 mg/mL) e mantidas “overnight” a 37°C sob 250 rpm de
agitacdo. Em seguida os in6culos foram diluidos em meio de cultura LB contendo
antibidtico, segundo a razado 1:100. A cultura foi mantida a sob agitacao a 37°C até
atingir DOggg nm = 0.6-0.8. Apds a indugdo com 1TmM IPTG foram realizados testes de
expressao dos seis mutantes da proteina a 30°C e 37°C por 2, 4 e 16 horas.

As células resultantes das melhores condicdes de expressao para os mutantes
foram coletadas por centrifugagéo a 5.000 rpm e congeladas a -20°C até o uso. A
expressdao dos mutantes foram analisadas em gel eletroforético (SDS-PAGE),
utilizando os géis PhastGel- Gradiente 8-25 e tampao PhastGel SDS Buffer Strips,
ambos fabricados pela GE Healthcare.
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5.2.3 Purificacao da Enzima Lisozima do Bacteriéfago T4

A purificagdo dos mutantes da proteina T4L iniciou com o descongelamento
das células que foram ressuspensas em 25 mM Tris, 25 mM MOPS, 0,1 mM EDTA,
pH 7,6, e lisadas por sonicagdo em 2 ciclos de 4 minutos e intervalo de 5 minutos.
Os residuos celulares e o material insoluvel foram removidos por centrifugacéo a
15.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e filtrado, utilizando uma
membrana de 0,2 um e entdo, aplicado na coluna HiTrap SP HP (GE Healthcare)
(interacao ibnica-anidnica) previamente equilibrada com o tampao 25 mM Tris, 25
mM MOPS, 0,1 mM EDTA, 5 mM DTT, pH7,6, e eluida com gradiente de 0 a 1 M de
NaCl, em que geralmente a proteina elui entre 15-20% de NaCl. A purificagéo foi
realizada utilizando o sistema AKTA Purifier (GE Healthcare).

5.2.4 Determinacao da Concentracao da Proteina T4L

A concentragédo da proteina recombinante purificada foi determinada medindo-
se sua absorbancia em espectrofotébmetro UV-Vis a 280 nm, sendo esta relacionada
ao seu coeficiente de extingdo molar, 24750 M'cm™.

5.2.5 Medidas de RPE

O procedimento para a marcacao de spin sitio dirigida dos mutantes da
proteina T4L é o mesmo descrito no capitulo anterior (secdo 4.3.12) para os
mutantes da proteina HS100A12, alterando somente o tampao de marcacao para 50
mM MOPS, 25 mM NaCl pH 6,8.

Os mutantes marcados com MTSSL foram medidos no espectrometro de RPE

Bruker ESP300, equipado com uma cavidade de alta sensibilidade, operando em
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banda X e utilizando uma poténcia de microondas de 20 mW. Os espectros de RPE
foram obtidos variando-se a temperatura de 273 a 313 K, em intervalos de 5 K. A
temperatura foi controlada através de um sistema de fluxo de nitrogénio (Bruker,
Rheinstetten, Germany).

Para os experimentos de RPE foram utilizadas aliquotas de 4 uL de solucdes
das proteinas marcadas em um intervalo de concentracdo de 300 a 600 uM, em
30% de sacarose para aumentar a viscosidade da solugdo e, com isso, minimizar a
contribuicdo da rotacdo da proteina na forma de linha do espectro. As amostras
foram colocadas em capilares de vidro com 0,84 o.d. e 0,60 i.d. (VitroCom Inc.,
Mountain Lakes, NJ).

5.3 Resultados e Discussoes

5.3.1 Expressao dos Mutantes da Enzima T4L

A fim de produzir os mutantes da enzima T4L em quantidade suficiente para
analises espectroscopicas, foram realizados testes de expressao sob as condi¢des
descritas na se¢do 5.2.2.

Nas figuras 45, 46 e 47 como ilustracdo, sdo apresentados os géis
eletroforéticos (SDS-PAGE) do teste de expressao de trés mutantes da enzima T4L,
todos evidenciando a existéncia de fragdes induzidas com o tamanho esperado para
a proteina, aproximadamente 18,6 kDa. No gel do mutante V131C/L133A (Figura
45), a fracdo induzida e mantida a 37°C por 2 horas revela a existéncia de maior
quantidade da enzima, com isso, esse mutante foi expresso em 2 L de meio LB,
nessas condicdes. O mutante D127N/E128Q/V131C, como é apresentado na figura
46, revelou sucesso na metodologia de expressdo a 37°C, “overnight”; enquanto que
o mutante D127N/E128Q/V131C/K135R apresentou melhor resultado, quando foi
induzido e mantido a 30°C, “overnight”. Entretanto, como pode ser observado na
figura 47, esse mutante também revela uma boa expressdo a 30°C por 2 horas,

entdo optamos por expressa-lo a 30°C por 4 horas.
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As condicbes de expressao para os seis mutantes da enzima T4L sao listadas
na Tabela 6. Com isso, obtivemos todos os mutantes da enzima em quantidade e

estaveis para posterior purificagao.

Figura 45 - Expressao do mutante V131C/ L133A. Proteinas visualizadas em gel SDS-PAGE, gradiente
8-25. Pocos: 1- marcadores de massa molecular; 2- amostra nao induzida; 3- amostra induzida a
37°C por 2 horas; 4- amostra induzida a 30°C por 2 horas; 5- amostra induzida a 37°C “overnight”
e 6- amostra induzida a 30°C “overnight”. A posigdo da T4L esta indicada pela seta vermelha.

Figura 46 - Expressao do mutante D127N/E128Q/V131C. Proteinas visualizadas em gel SDS-PAGE,
gradiente 8-25. Poc¢os: 1- marcadores de massa molecular; 2- amostra nao induzida; 3- amostra
induzida a 30°C por 2 horas; 4- amostra induzida a 37°C por 2 horas; 5- amostra induzida a 30°C
“overnight” e 6- amostra induzida a 37°C “overnight”. A posi¢do da T4L esta indicada pela seta
vermelha.
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Figura 47 - Expressao do mutante D127N/E128Q/V131C/K135R. Proteinas visualizadas em gel SDS-PAGE,
gradiente 8-25. Pocos: 1- marcadores de massa molecular; 3- amostra induzida a 30°C por 2 horas;
4- amostra induzida a 37°C por 2 horas; 5- amostra induzida a 30°C “overnight” e 6- amostra
induzida a 37°C “overnight”. A posi¢do da T4L esta indicada pela seta vermelha.

Tabela 6 - Condicoes de expressao para os mutantes da proteina T4L

MUTANTE TEMPERATURA (°C) TEMPO DE INDUGAO
(horas)

V131C/L133A 37 2
V131C/L133G 30 4
D127N/V131C 37 2
D127N/E128Q/V131C 37 4
D127N/E128Q/V131C/K135R 30 4
D127N/E128Q/V131C/N132A/K135R 37 2

5.3.2 Purificacao dos Mutantes da Enzima T4L

O resultado do protocolo descrito na secao de Métodos é a obtencado dos
mutantes da enzima T4L em quantidade e grau de pureza suficientes para as
medidas espectroscopicas. Na figura 48 é apresentado o gel eletroforético (SDS-
PAGE, gradiente 8-25) das varias fragdes eluidas do mutante V131C, para efeito de
ilustragdo, pois todos os mutantes da enzima apresentam o mesmo perfil de
purificacdo. A existéncia da enzima T4L € confirmada pela banda em
aproximadamente 18 kDa.



T4L 127

kDa

97.4

Figura 48 - Purificacdo do mutante da proteina T4L V131C por cromatografia de interacao idnica.
Proteinas visualizadas em SDS-PAGE, gradiente 8-25. Pogos: 1- marcadores de massa
molecular; 2- void (lixo); 3- amostra eluida com 12% de NaCl; 4- amostra eluida entre 12-15% de
NaCl; 5- amostra eluida entre 15.5 — 18% de NaCl; 6- amostra eluida entre 18-19.5% de NaCl e 7-
amostra eluida com porcentagem de NaCl maior que 22%. A posi¢do da T4L esta indicada pela
seta vermelha.

5.3.3 Resposta Estrutural da Lisozima T4 a Substituicoes de Aminoacidos
Grandes por Pequenos no Interior da Proteina

Um dos objetivos desse trabalho é utilizar a técnica de “Site-Directed Spin
Labeling” (SDSL) para estudar mudangas conformacionais da proteina T4L quando
ocorre a formacdo da cavidade pela substituicdo de um residuo grande por um
pequeno (leucina por alanina e/ou glicina). Para isso, dois mutantes da T4L foram
construidos com o marcador de spin inserido sempre no residuo de cisteina 131. No
primeiro deles, substituimos a leucina 133 (Leu-133) por alanina e no segundo o
mesmo residuo de leucina foi substituido por glicina. Assim, tratamos com os
seguintes mutantes da T4L nativa: uma mutacéo da valina 131 (trocada por cisteina
e depois marcada com MTSSL) mais a mutacado da leucina 133 (trocada ou por
alanina L133A ou por glicina L133G).

Na figura 49 apresentamos os espectros de RPE do marcador de spin na
posicdo 131 da enzima T4L (V131R1 — espectro usado como controle) e do
marcador de spin na posicado 131 dos mutantes L133A e L133G. O espectro da
enzima T4L marcada (V131R1) apresenta uma unica componente associada a uma
populacdo de nitroxidos em movimento anisotrépico caracteristico de R1 (cadeia
lateral do marcador nitréxido) localizado em sitios expostos ao solvente de hélices
ordenadas, onde o nitréxido nao tem interagdo com residuos vizinhos. A substituicao
do residuo de leucina por alanina resultou em um espectro de RPE com poucas
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mudancas em relacdo ao espectro da proteina “nativa” (V131R1), apresentando o
aparecimento de uma discreta segunda componente espectral. Por outro lado, a
substituicdo do residuo de leucina por glicina resultou em um espectro de RPE com
duas componentes claras, uma livre e outra relativamente imobilizada,
caracteristicos de sitios com contato terciario, onde interagcbes com residuos
préoximos restringem o movimento do grupo N-O.

Esse resultado concorda com os estudos realizados por Eriksson et al. (133)
quando da resolucao da estrutura cristalografica do mutante em que a leucina 133 é
substituida por alanina. Neste trabalho, é observado que o C-B do residuo mutado
(133) se deslocou 0,8 A, que os 4tomos da cadeia principal da a-hélice que inclui os
residuos 108 ao 113 se moveram por volta de 0,6 A e, por fim, que os atomos da
cadeia lateral dos residuos de Met-106, Phe-114, Leu-118 e Leu-121 se moveram
em torno de 0,5 A, assim ocupando o espaco que ficou vago pela substituicdo da
leucina por alanina. Com isso, podemos inferir que a hélice H, onde se encontra o
residuo 131 marcado e o residuo 133 mutado, sofreu uma mudanga conformacional,
permitindo que o radical nitréxido estabelega uma interacdo com residuos vizinhos,
interacdo esta que ainda ndo sabemos identificar, mas possivelmente ligacdes de
hidrogénio ou interacdes eletrostaticas, que sdo as responsaveis pelo aparecimento
da componente imobilizada no espectro de RPE do mutante L133G.
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—— T4L V131R1
— T4L VI31R1-L133A

— T4L V131R1
— T4L V131R1-L133G

Figura 49 - Espectros de RPE em banda X da proteina T4L com o marcador de spin MTSSL na posicao
131 (preto) e dos mutantes da enzima T4L L133A e L133G (vermelho) a 298K.

5.3.4 SDSL na determinacao de diferencas estruturais entre sitios
topologicamente equivalentes da Enzima T4L

O espectro de RPE da cadeia lateral do marcador de spin (R1) em uma
posicao especifica da proteina nos da informacdo sobre a dindmica do nitréxido.
Essas informacdes sao fundamentais e de grande interesse porque 0 movimento do
nitréxido reflete uma variedade de fatores estruturais e dinamicos da proteina:
difusdo rotacional da proteina, dindmica da cadeia principal (“backbone”) e
isomerizacao rotacional das ligacdes que conectam o nitroxido a cadeia principal da
proteina (134).

Para proteinas de membranas ou globulares com massa molecular acima de
50 kDa a difusao rotacional das mesmas é muito lenta e por isso nao contribue com
o espectro de RPE. Para proteinas globulares menores, como a lisozima T4 (massa
molecular igual a 17 kDa), o efeito da difusdo rotacional pode ser reduzido através
do artificio de se fazer as medidas de RPE em solvente contendo, por exemplo, 30%
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de sacarose, aumentando assim a viscosidade do meio ou usando RPE de alta-
frequéncia. Com isso, € possivel em ressonancia paramagnética eletrbnica se
estudar os efeitos das flutuacbes da cadeia principal e movimentos internos da
cadeia lateral sem a interferéncia da difusao rotacional da proteina.

Alguns progressos foram e estdo sendo obtidos em termos de estrutura
protéica quando os movimentos internos da cadeia lateral sdo analisados. Para este
propdsito, uma descricao semiquantitativa acabou por tornar-se comum para analise
dos espectros obtidos, permitindo-nos interpretar os dados experimentais em termos
da relacdo mobilidade da cadeia lateral e estrutura protéica (18). Essa descricao
semiquantitativa envolve uma analise da dindmica da cadeia lateral do marcador de
spin nos sitios de interesse da proteina e se reflete na forma da linha espectral de
uma maneira dependente da estrutura local experimentada pela sonda
paramagneética. A relacdo entre a estrutura local e a dindmica pode ser resumida da
seguinte forma: os residuos R1 s&o fortemente imobilizados em sitios enterrados, ou
seja, em sitios no interior da proteina; sdo imobilizados ou possuem espectros
complexos com multicomponentes em sitios com contato terciario; possuem uma
mobilidade intermediaria em sitios de superficie de hélice e sdo movéis em regides
de loop (Figura 3).

Enquanto os estudos citados acima fornecem uma relacdo geral entre a
mobilidade do nitréxido e a topografia da proteina, eles também revelam os efeitos
da mobilidade que podem nao ser esclarecidos pela diferenca na localizacéao
topografica. Por exemplo, os espectros de RPE para R1 em diferentes sitios de
superficie de hélice expostos ao solvente refletem graus de mobilidade que os
distinguem claramente dos sitios enterrados ou de contato terciario (18). Contudo, a
mobilidade de R1 em cada um desses sitios expostos ao solvente é Unica em
detalhes quantitativos e é uma “impressao digital” para cada posicéo do residuo (18,
28).

O objetivo desta parte do trabalho é identificar a origem de tal “impressao
digital” para sitios situados em regides topologicamente equivalentes da T4L. Neste
caso, escolhemos dois sitios de superficie de hélice expostos ao solvente (posicao
72 e 131) e que apresentam espectros de RPE do marcador R1 diferentes (os
espectros do residuo 72 foram reportados na referéncia 134). Para tanto, realizamos
um experimento de “transmutacao” no qual os residuos vizinhos ao sitio 72 na hélice

C sado mutados de forma a, apés realizadas as mutagdes, termos um ambiente
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estrutural em torno do R1 introduzido no sitio 131 da hélice H similar aquele
experimentado pelo R1 na posi¢cdo 72 (Figura 43). Para isso, foram construidos
quatro mutantes: D127N-V131R1, D127N/E128Q-V131R1, D127N/E128Q/K135R-
V131R1 e D127N/E128Q/K135R/N132A-V131R1. Os espectros de RPE de todos os
mutantes foram obtidos a 273, 298 e 313K.

O espectro da proteina T4L com o marcador de spin inserido na posigdo 72
apresenta um movimento anisotrépico (134), um dos movimentos mais ordenados
para essa classe de sitios (Figura 50). Nesse sitio, a flexilbilidade da cadeia principal
€ minima, pois a estrutura do “backbone” é relativamente rigida, e ndo ha contatos
terciarios, nem interagdes com vizinhos na prépria hélice. Ao passo que no sitio 131
da T4L, acreditamos que haja um modo dinamico adicional para a flexibilidade da
cadeia principal, refletido no espectro de RPE do mesmo que, apesar de similar ao
do sitio 72, apresenta menor separacgao hiperfina maxima e com menor resolucéao
(Figura 50).

l l T4L 72R1

[

H T4L 131R1

1

Figura 50 - Espectros de RPE em banda X da proteina T4AL com o marcador de spin R1 nas posicées 72 e
131. As setas marcam a extrema hiperfina, caracteristica de espectro anisotrdpico. Figura adaptada
de Columbus et al (134).

A Figura 51 mostra os espectros de RPE do mutante T4L D127N — V131R1 em
diferentes temperaturas e compara com os espectros da proteina “nativa” marcada
(T4L V131R1). Como pode ser observado, a substituicdo do residuo aspartato pelo
residuo asparagina ndo causou nenhum efeito nos espectros. Em todos os valores
de temperatura os espectros da proteina mutante sao idénticos aos da proteina que

apresenta esses residuos nativos.
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T4L V131R1 273K
T4L 127N-131R1 273K

T4L V131R1 298K
T4L 127N-131R1 298K

T4L V131R1 313K
T4L 127N-131R1 313K

Figura 51 - Espectros de RPE em banda X da proteina T4L com o marcador de spin MTSSL na posicao
131 (preto) e do mutante da enzima T4L D127N (vermelho) a 273K, 298K e 313K,
respectivamente.

Quando mutamos também o residuo ~3 ao longo da cadeia principal, neste
caso o residuo de glutamato por glutamina, a forma anisotrdpica da linha néo se
altera significativamente a 298K e 313K, refletindo a geometria basica do movimento
do N-O, com mudancgas sutis nos espectros (Figura 52). Por outro lado, no espectro
obtido a 273K (Figura 52) observamos duas componentes e podemos, com isso,
especular que o nitréxido que antes nao interagia com COO™ do glutamato, agora
interage com NH," da glutamina, pois este possui um volume maior. A maior
mudangca no espectro é observada a 273K, pois a baixas temperaturas a
contribuicdo entalpica € dominante e as cadeias laterais, tanto do marcador de spin
quanto do residuo de glutamina, fazem um ndmero maximo de contatos enquanto
que a temperatura ambiente (298K) a contribuicdo entrépica torna-se significativa,
aumentando com isso os graus de liberdade de ambas as cadeias laterais.
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T4L V131R1 273K
T4L 127N/128Q-131R1 273K

T4L VI31R1 298K
T4L 127N/128Q-131R1 298K

T4L V131R1 313K
T4L 127N/128Q-131R1 313K

Figura 52 - Espectros de RPE em banda X da proteina T4L com o marcador de spin MTSSL na posicao
131 (preto) e do mutante da enzima T4L D127N/ E128Q (vermelho) a 273K, 298K e 313K,
respectivamente.

Nos espectros do mutante da proteina T4L com trés substituicbes, aquelas
mencionadas acima mais a substituicdo da lisina por um residuo de arginina,
D127N/E128Q/K135R, ndo ha nenhuma mudanca significativa comparada com o
espectro da proteina que possui 0os residuos nativos nessas posicoes,T4L V131R1
(Figura 53). A mudanca observada no espectro do mutante D127N/E128Q/K135R a
273K se deve a presenca da mutagdo E128Q (Figura 52).
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T4L V131R1 273K
T4L 127N/128Q/135R-131R1 273K

T4L VI31R1 298K
T4L 127N/128Q/135R 298K

T4L V131R1 313K
T4L 127N/128Q/135R 313K

Figura 53 - Espectros de RPE em banda X da proteina T4L com o marcador de spin MTSSL na posicao
131 (preto) e do mutante da enzima T4L D127N/ E128Q/K135R (vermelho) a 273K, 298K e
313K, respectivamente.

A figura 54 apresenta os espectros do mutante da proteina T4L que contém
quatro substituicbes: o aspartato 127 foi substituido por asparagina, glutamato 128
por glutamina, a lisina 135 por arginina e por fim a asparagina 132 foi mutada por
alanina (D127N/E128Q/K135R/N132A). Como podemos observar, os espectros do
mutante em todas as temperaturas estudadas sdo similares aos espectros da
enzima “nativa”. A razdo para a forma da linha espectral a 273K voltar a ser
essencialmente idéntica a da enzima “nativa”, mesmo este mutante possuindo a
mutacao E128Q, é a possibilidade de haver uma rede de interacbes terciarias entre
as cadeias laterais do marcador de spin e dos residuos vizinhos. A substituicao da
asparagina 132 por alanina aumentou os graus de liberdade da cadeia lateral do
marcador de spin, pois a cadeia lateral da alanina € menor que da asparagina. Com
isso, a segunda componente que observamos no espectro a 273K da figura 52

desapareceu, resultando em um espectro com apenas uma componente
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anisotropica, semelhante ao espectro da enzima T4L “nativa” (Figura 54, espectro a
273K).

Os resultados acima nos levam a concluir que a diferenca na mobilidade dos
dois sitios expostos ao solvente comparados em nosso estudo, 72 e 131,
aparentemente ndo é determinada pela diferenca na interagdo com os vizinhos na
mesma hélice, pois se assim fosse, quando “transmutamos” os quatro residuos da
hélice C para a hélice H, observariamos mudancas na mobilidade do espectro de
RPE do sitio 131 para se tornar similar ao espectro do sitio 72. As mudancas
observadas sao interagdes suficientemente fracas entre o anel nitroxido na posicao
131 e grupos vizinhos, pois sdo detectadas no espectro de RPE somente em
temperaturas reduzidas.

A proposta mais atrativa é que a diferenca da mobilidade reflete as diferencas
dindmicas da cadeia principal (“backbone”) da hélice, surgindo de diferengas
estruturais e do meio entre as duas hélices. Por exemplo, a hélice H consiste em
somente duas voltas e meia, o suficiente para que seja um pouco flexivel. Por outro
lado, o sitio 72 esta situado no centro de uma hélice longa de 5 voltas. A hélice C
(sitio 72) tem uma treonina estabilizando o N-cap (inicio da hélice), enquanto que a
hélice H (sitio 131) possui dois residuos carregados positivamente no N-cap, que
sao fracos estabilizadores da hélice. Talvez mais importante ainda, o segmento da
hélice que contém o sitio 72 estd localizado préximo ao nucleo hidrofébico
firmemente empacotado. Estas caracteristicas nos conduzem a concluir que a
mobilidade mais elevada de 131R1 pode ter sua origem em “flutuacbées” da cadeia
principal de maior amplitude préximo ao sitio 131 devido a uma estabilidade

termodinamica menor da estrutura secundaria.
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T4L V131R1 273K
T4L 127N/128Q/132A/135R-131R1 273K

T4L V131R1 298K
T4L 127N/128Q/132A/135R-131R1 298K

T4L V131R1 313K
T4L 127N/128Q/132A/135R-131R1 313K

Figura 54 - Espectros de RPE em banda X da proteina T4L com o marcador de spin MTSSL na posicao
131 (preto) e do mutante da enzima T4L D127N/E128Q/K135R/N132A (vermelho) a 273K, 298K
e 313K, respectivamente.



Conclusoes






Conclusoes 139

6 Conclusoes

Findado o periodo de doutoramento junto ao IFSC/USP, podemos ressaltar
alguns aspectos e objetivos mais generalistas e outros mais especificos do presente
trabalho. Ha alguns anos, um dos interesses centrais de nosso grupo de pesquisa
esta na implementacao da técnica de marcagao de spin sitio dirigida e sua aplicacao
em problemas de Biofisica Molecular. Apds alguns projetos iniciais, tivemos o
desafio de proceder com uma investigacao sistematica e extensiva que envolvesse a
metodologia de SDSL. A proteina ligante de célcio HS100A12 se encaixou
perfeitamente nos requisitos para um bom objeto de estudo por SDSL: baixa massa
molecular, bastante solUvel, bom rendimento nos protocolos de expressao e
purificacdo e sem residuos de cisteina nativos. Além disso, estudos anteriores
mostravam a existéncia de mudancas conformacionais na estrutura protéica na
presenca de alguns ligantes.

Ap6s o inicio do desenvolvimento do projeto, surgiu a oportunidade de
realizarmos um estagio junto ao grupo liderado pelo Prof. Dr. Wayne Hubbell
(Universidade da Califérnia — Los Angeles). O grupo do Prof. Hubbell ndo é apenas
um laboratério de exceléncia na aplicacdo de métodos modernos de RPE em
biologia estrutural, mas é também o local de onde emergiu a metodologia de SDSL e
suas aplicacbes em estrutura e dindmica de proteinas. Durante tal estagio,
trabalhamos em um projeto estudando mudancas conformacionais da proteina
Lisozima do bacteriéfago T4. Em seguida, ja no Grupo de Biofisica Molecular- IFSC,
buscamos informacbes estruturais e funcionais da proteina S100A12 humana
utilizando diferentes técnicas, como: dicroismo circular, monocamadas de Langmuir
e SDSL.

Uma avaliacdo em termos dos objetivos gerais nos leva a crer que estes foram
alcancados com éxito e temos hoje a disposicdo em nosso grupo nao somente uma
série de mutantes simples e duplos da proteina HS100A12 submetidos a analises de
SDSL apresentadas neste texto, mas também varias outras proteinas que vieram
como desdobramentos naturais do conhecimento e experiéncia adquiridos ao longo
dos anos de trabalho. Vale ressaltar, ainda, que além das medidas e anélises

tradicionais de forma de linha e mudancas espectrais, implementamos as medidas
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de distancia entre sondas introduzidas na proteina HS100A12, o que teve como
consequéncia natural a implantacdo, ndo neste trabalho mas em outro projeto de
nosso grupo, de técnicas de RPE resolvidas no tempo para medida de distancias.

Em relacdo aos objetivos especificos, vimos que, através da técnica de
dicroismo circular, monitoramos mudancas no contetudo de estrutura secundaria da
HS100A12 quando submetida a um processo de desnaturacdo térmica na auséncia
e na presenca dos fons Ca*® e Zn*2. Os efeitos dos ions no enovelamento e
estabilidade da proteina HS100A12 contribuem para entendermos a regulacio
dependente de Ca*™ e Zn*? da proteina. Nossos resultados mostraram que a
desestabilizacdo da proteina na presenga do Ca*® é devido a uma mudanca
conformacional induzida pelo metal e que a ligagdo com o Zn*® confere uma
estabilidade térmica maior para a proteina. Adicionalmente, quando a proteina esta
ligada com os dois ions, a estabilidade térmica é ainda maior, sugerindo que o efeito
do metal é dominado pela contribuicdo do ion zinco. Utilizamos um modelo
termodinamico de transicao irreversivel entre dois estados conformacionais e, assim,
determinamos os valores das temperaturas de transicao e das energias de ativacao
para cada caso estudado.

O efeito antagbnico dos ions calcio e zinco no controle da estabilidade da
proteina HS100A12 fornece uma razdo molecular para a acdo dos dois metais. A
conformacao da proteina é sensivel a presenca dos diferentes metais e o rearranjo
resultante da ligacdo com os ions preserva o enovelamento como um todo da
proteina.

Uma combinacdo bastante interessante entre métodos experimentais de
investigacao, engloba a unido de técnicas de medidas globais, como o CD e a
calorimetria, e técnicas de medidas pontuais, como fluorescéncia e RPE. Com as
primeiras, monitoramos mudancas que advém da estrutura como um todo e com as
segundas podemos nos focar em uma dada parte da estrutura, onde normalmente
existe uma sonda (intrinseca ou extrinseca) especifica. Sendo assim, procedemos
com os experimentos de SDSL-RPE e, ao longo do caminho, fomos capazes de
produzir os mutantes simples e duplos da HS100A12: K33C, 153C, D54C, F57C,
L60C, D61C, A80C, K33C/A80C, I53C/A80C, D54C/A80C, F57C/A80C, L60C/A80C
e D61C/A80C. Os mutantes, apesar de terem protocolos de clonagem, expressao e
purificacdo similares, requereram otimizagoes especificas. Ao final, tivemos bom

rendimento para os experimentos de RPE em todos os casos.
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Os experimentos de RPE focaram principalmente a deteccdo de mudancas
conformacionais em duas hélices que formam o motivo EF-hand ligante de calcio na
proteina HS100A12. Esses estudos se dividiram em medidas de RPE-CW realizadas
a temperatura ambiente e a -100°C. Nas primeiras, o objetivo foi averiguarmos
alteracées na forma de linha dos espectros, resultado de uma maior ou menor
restricdo de movimento das sondas ou de sua aproximacao/afastamento, apés
adicao de ions célcio ou zinco. Em varios dos duplos mutantes claras mudancgas
espectrais foram observadas, principalmente quando da presenca do ion zinco.

As medidas de RPE em baixa temperatura serviram para, ao “congelarmos” a
dindmica da cadeia polipeptidica, podermos determinar as distancias entre os varios
pares de residuos contidos nos duplos mutantes produzidos. Esta foi mais uma
contribuicdo metodoldgica de nosso trabalho, visto que pudemos estabelecer
protocolos ndo sé para producdo dos duplos mutantes, mas também para
realizarmos as medidas de distancia e a analise dos dados segundo o método de
desconvolugdo de Fourier. Uma andlise mais sistematica dos dados aqui
apresentados, em que se calculem as distancias em todos os casos estudados, esta
colocada como perspectiva futura do trabalho, juntamente com a realizacdo das
mesmas medidas de distancia, desta feita se valendo da técnica de RPE pulsada
conhecida como “Double electron-electron resonance” (DEER).

Por fim, com os experimentos utilizando monocamadas de Langmuir
concluimos que a eficiéncia de interacao da proteina HS100A12 com monocamadas
constituidas pelos fosfolipidios DPPC e DPPG é maior na presenga de zinco que na
proteina apo ou com calcio. Provavelmente, as mudangas conformacionais
induzidas pelo zinco, discutidas no estudo utilizando dicroismo circular, favorecem a
interacdo da proteina com a monocamada. Ja quando a proteina € incubada com
célcio e zinco, provavelmente ocorre um processo cooperativo resultando em uma
interacdo maior do que aquela que ocorre quando a proteina esta incubada com os
ions separadamente.

Com relagdo aos estudos realizados com a enzima T4L, os dados obtidos
neste trabalho sdo uma pequena parte do projeto coordenado pelo Prof. Dr. Wayne
Hubbell. Sao resultados bastante promissores e que complementardo outros
resultados obtidos pelo grupo do Prof. Hubbell e que devem fazer parte de uma
biblioteca ampla de espectros de RPE oriundos de residuos estruturalmente distintos

na lisozima T4L. Com isso e varrendo um numero de residuos suficientemente
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diversos, pretendemos tentar estabelecer uma correlacdo posicao na estrutura (se
em a-hélice exposta ou enterrado ou folha B) e forma de linha dos espectros de
RPE. Inicialmente, realizamos um estudo com a suposta cavidade criada no “core”
hidrofobico da porgdo C-terminal da enzima T4L, quando mutamos a Leu 133 por
Ala e/ou Gly, ou seja, quando substituimos um residuo de aminoacido grande por
um de menor volume. Como resultados, obtivemos para a enzima T4L “nativa” na
presenca do marcador de spin na posicdo 131 um espectro com uma Unica
componente espectral anisotropica, que permanece inalterado quando mutamos o
residuo de leucina por alanina, enquanto que para o mutante da proteina T4L L133G
(leucina por glicina) o espectro de RPE passa a apresentar duas componentes, uma
livre e outra relativamente imobilizada, indicando que a hélice H sofreu alguma
mudanca conformacional, permitindo que o radical nitréxido interaja com residuos
vizinhos, possivelmente por ligagdes de hidrogénio ou interacdes eletrostaticas. Com
isso, podemos confirmar a formacdo da cavidade no interior da proteina T4L e
propor futuros estudos na presenca de ligantes da enzima T4L.

Adicionalmente, na tentativa de investigar a natureza das contribuicées para os
diferentes modos dinamicos experimentados pelo marcador de spin quando
introduzido em sitios topologicamente semelhantes, realizamos um experimento de
“transmutacgao”, no qual os residuos vizinhos ao sitio 72 da hélice C sdo mutados em
locais similares em torno do R1 presente no sitio 131 da hélice H. A fim de realizar
tal experimento, os mutantes da enzima T4L foram: D127N-V131R1,
D127N/E128Q-V131R1, D127N/E128Q/K135R — V131R1 e
D127N/E128Q/K135R/N132A — V131R1. A 298K e 313K, os espectros dos quatro
mutantes manteram a forma da linha anisotrépica encontrada no espectro controle
da enzima “nativa” (T4L V131R1). No entanto, no espectro a 273K do mutante
D127N/E128Q observamos o aparecimento de uma segunda componente, o que
indica que, quando substituimos o glutamato 128 pela glutamina, a cadeia lateral
dessa interage de alguma forma com o anel nitréxido, restringindo o movimento do
mesmo. O mesmo resultado é observado para o mutante D127N/E128Q/K135R, ja
que esse também possui a mutacdo E128Q. Embora o mutante
D127N/E128Q/K135R/N132A também possua a substituicdo E128Q, o seu espectro
a 273K é similar ao espectro da proteina “nativa”, levando-nos a acreditar que ha
uma rede de interacdes entre as cadeias laterais do marcador de spin e dos
residuos vizinhos. Essas interagdes podem ser devido a natureza hidrofébica do
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anel nitréxido, a capacidade de formacédo de ligacbes de hidrogénio ou interacdes
eletrostaticas envolvendo o momento de dipolo do N-O, mas suficientemente fracas
pois sdo detectadas nos espectros de RPE somente a baixas temperaturas. Posto
isto, concluimos que a diferenca na mobilidade do marcador R1 em sitios de
superficie de hélice expostos ao solvente se da pelo movimento do “backbone” e

nao pelas interagcbes entre cadeias laterais de residuos vizinhos.
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1 Tecnologia do DNA Recombinante

Para a aplicagdo da técnica SDSL € necessaria a producdo de inumeros
mutantes em que residuos de interesse sao substituidos por residuos de cisteina.
Como realizamos um trabalho intenso de producéo de mutantes através de técnicas
de DNA recombinante, achamos conveniente apresentar uma introducdo sobre os
referidos métodos. Assim, a partir de 1970, foram desenvolvidas novas tecnologias
provenientes da Microbiologia, Bioquimica, Imunologia e Genética Microbiana,
permitindo o isolamento e a purificacdo de genes especificos num processo
chamado clonagem génica (1, 2). Com a clonagem génica, a molécula de DNA
tornou-se uma das moléculas de mais amplo uso e manuseio, com metodologias
que permitem isolar regides especificas, obté-las em grande quantidade e
determinar a sua sequéncia numa velocidade de milhares de nucleotideos por dia.

Como consequéncia do desenvolvimento destas tecnologias, a tecnologia do
DNA recombinante, como se convencionou denominar este conjunto de técnicas,
teve ampla aplicagdo tanto na area bioldgica como em diversas outras areas, tais
como: médica, forense, agricola e quimica. Atualmente € possivel realizar
investigacées de paternidade, diagnésticos de doencas genéticas e infecciosas,
estudos dos mecanismos de replicacdo e expressao, estudos do desenvolvimento
de culturas microbianas capazes de produzir substancias Uteis tais como a insulina
humana, horménio de crescimento e vacinas, e ainda, produzir enzimas de interesse
industrial aplicaveis no processo de fabricacdo de pesticidas e farmacos, entre
outros. Portanto, sua aplicacdo comercial ou biotecnoldgica parece ter um potencial
inesgotavel.

Diante da diversidade de aplicagbes, a tecnologia do DNA recombinante foi de
extrema importancia neste trabalho tanto na obtencdo dos genes de interesse como
na confirmacao de suas sequéncias e, consequentemente, na obtencao de proteinas

€ seus mutantes.
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1.1 Clonagem Molecular

A técnica central da metodologia do DNA recombinante € a clonagem
molecular, que consiste no isolamento e propagacdo de moléculas de DNA
idénticas. Em geral, a clonagem molecular compreende duas etapas importantes:

1. a ligagdo de um fragmento de DNA de interesse, denominado inserto, a uma
outra molécula de DNA, denominada vetor, a fim de formar uma terceira molécula, o
DNA recombinante;

2. a molécula do DNA recombinante é introduzida numa célula hospedeira
compativel, num processo chamado de transformacdo. A célula hospedeira que
adquiriu a molécula do DNA recombinante é agora chamada de transformante ou
célula transformada. Um Unico transformante, em condi¢des ideais, sofre muitos
ciclos de divisdo celular, produzindo uma colbénia que contém milhares de copias do

DNA recombinante.

1.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Partindo do ponto que € necessaria grande quantidade do fragmento de DNA
de interesse para iniciar-se a primeira etapa do processo de clonagem molecular, a
amplificacéo deste via uma reacado em cadeia (PCR) torna-se primordial.

A tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase (“Polymerase Chain
Reaction”) consiste da possibilidade de se amplificar uma determinada sequéncia de
DNA através da sintese enzimatica in vitro de milhdes de cépias de um segmento
especifico na presenga da enzima DNA polimerase. A condigdo basica para a
aplicacao dessa técnica € a construgao de um par de oligonucleotideos (“primers” ou
iniciadores) que sao complementares as duas fitas opostas do DNA e que delimitam
a sequéncia alvo da amplificagéo.

A PCR envolve basicamente 3 etapas: desnaturacéo, hibridizacao e extensao,
que constituem um ciclo da reacdo de amplificacdo. A figura 1 ilustra a
representacao de um ciclo basico da PCR.
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Figura 1- Ciclo da Reacdao em Cadeia da Polimerase. O processo envolvendo estas trés etapas pode ser
repetido de 25 a 32 ciclos, sendo possivel aumentar em cada ciclo, duas vezes a concentragao de
DNA pré- existente. Figura adaptade de < http://portais.ufg.br/this2/uploads/files/242/image/pcr.jpg>.

Na primeira etapa, a fita dupla do DNA alvo sofre desnaturacao a temperaturas
em torno de 95°C durante 5 min. Nesta temperatura, as duas fitas do DNA alvo se
separam. Na etapa de anelamento, a temperatura é rapidamente reduzida para 35°C
a 60°C permitindo que os oligonucleotideos (“primers”) sejam hibridizados
especificamente na regido do DNA molde em que ha complementariedade das
bases. Finalmente, a temperatura é elevada para aproximadamente 72°C para que a

DNA polimerase realize a extensao a partir das extremidades 3’ dos “primers”.

1.2.A Insercao da Mutacao por PCR- “Overlap Extension”

A reacdao em cadeia da polimerase utilizada para extensdes sobrepostas
(“Insertation Mutagenesis by PCR- Overlap Extension”) é uma variante da PCR que
pode tanto inserir mutacdes em pontos especificos de uma sequéncia quanto
produzir polinucleotideos de fragmentos menores (3).

No presente trabalho, utilizamos esta estratégia para inserir mutagcbes em uma
sequéncia. Para isso, a sequéncia que estad sendo modificada é utilizada para fazer
duas fitas de DNA modificadas, com as modificacdes no final de cada uma delas.

Primeiramente, produzimos um “primer” que contém a mutacado (“primer
Sense”) que sera adicionado na extremidade 5’ do “template” (DNA molde), ao
passo, que na extremidade 3’ é adicionado um segundo “primer”, complementar ao
“template”, ou seja sem mutacdes, de modo que a DNA polimerase possa fazer a
copia do “primer Sense”. A mesma reacao é feita para a extremidade 3’ do DNA
molde, produzindo, portanto, a segunda fita de DNA com a mutagéo na extremidade
3. Em seguida, essas duas fitas sdo misturadas e servirio como moldes para a
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segunda reacado em cadeia da polimerase (PCR) juntamente com os “primers” 5’ e

3’, “primers” sem mutagéo, utilizados anteriormente (Figura 2).

Insertion Mutagenesis by PCR
Overlap Extension

S STET——— b PE—
-1—:% Template -]
e DNA :%:
l PCR with mutagenic primer l
| —
C—m W e—
Femowve primners
Denature
- — (T Reanneal

g E—
+ FCR with end primers

: — | Iutated DNA

L | ==

Figura 2 - Estratégia para mutacao sitio-dirigida utilizando o método de “Overlap Extension”. Figura
adaptada de <http://www.medigenomix.de> (4).

1.3 Construcao do DNA Recombinante

Como descrito na sec¢ao 1.1., o inicio do processo de clonagem envolve a
construcédo de vetores contendo os genes de interesse, denominado construcédo do
DNA recombinante. Na construcdo do DNA recombinante a primeira etapa envolve a
producdo de fragmentos de DNA de origens diferentes com o mesmo conjunto de
extremidades fitas simples, ou seja, a digestdo das moléculas de DNA com a mesma
enzima de restricdo. Numa segunda etapa, estes dois fragmentos sédo ligados por
renaturacao das regides de fita simples. Se a ligacao for feita com uma enzima, a
DNA ligase ap6s o pareamento das bases, estes fragmentos serdo ligados

permanentemente.
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1.3.A Vetores de Clonagem

Os vetores de clonagem molecular sdo moléculas de DNA capazes de
amplificar uma informagdo genética de interesse em centenas de cdpias.
Atualmente, os tipos bésicos de vetores usados na metodologia do DNA
recombinante apresentam caracteristicas especiais que o0s tornam excelentes
veiculos de clonagem em diferentes situacdes: sdo pequenas moléculas de DNA
dupla fita, que possuem os elementos necessarios para a sua replicagdo e pelo
menos um gene que confere resisténcia a antibiético. Estas moléculas variam de 5 a
400 quilobases e comumente estdo presentes em duas ou mais cépias por célula.
Os vetores de clonagem mais utilizados normalmente sdo os plasmideos de
bactérias, que sdo moléculas de DNA circular existentes nesses microorganismos,
fora dos seus cromossomos e capazes de se replicar de modo independente.

Um plasmideo é considerado um bom vetor de clonagem se: possuir uma
origem de replicacao (O), ou seja, uma sequéncia de DNA que permita que o vetor
seja replicado na célula hospedeira; apresentar dois ou mais sitios Unicos de
clivagem para endonucleases de restricao onde o inserto € incorporado e possuir um
gene que codifica um produto que distingue a célula transformada da célula nao

transformada (Figura 3).

AmpR MSC

Figura 3- Estrutura molecular de um plasmideo tipico usado em clonagem molecular. O é a origem de
replicacdo, Amp é gene que confere resisténcia ao antibiético ampicilina, por exemplo, e MSC é o sitio
de multipla clonagem.

O conjunto dos sitios de clivagem é denominado de multiplos sitios de
clonagem (MSC) que permite sua abertura por varias enzimas, a escolha
dependendo do DNA exégeno. Muitos vetores de clonagem carregam genes que
conferem resisténcia a diversos antibiéticos tais como ampicilina (Amp"), tetraciclina

e canamicina. As células transformadas com tais vetores sdo capazes de crescer
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num meio contendo o antibiético, enquanto que as células ndo tranformadas acabam

morrendo.

1.3.B Enzimas de Restricao

A descoberta das enzimas de restricao revolucionou a biologia molecular, pois
possibilitou montar moléculas de DNA recombinante, tornando possivel a
manipulacdo do DNA com extrema precisdo. Estas enzimas sdo proteinas
bacterianas que reconhecem sequéncias nucleotidicas especificas de 4 a 8 pares de
base (pb) em uma molécula de DNA, clivando-a em dois lugares da fita dupla que a
constitui. A sequéncia de reconhecimento é chamada de sitio de restri¢cao.

Na tecnologia do DNA recombinante, o sitio de reconhecimento das enzimas é
normalmente uma sequéncia denominada palindrémica, ou seja, ela tem um eixo de
simetria e a sequéncia de bases de uma fita € a mesma da fita complementar,
quando lida na direcdo oposta. A Tabela 1 mostra o organismo de origem, a
sequéncia palindrébmica e o sitio de clivagem das enzimas de restricdo utilizadas

neste trabalho.

Tabela 1 - Endonucleases ou enzimas de restricdo. As setas verdes dentro das sequéncias de
reconhecimento indicam o local de clivagem em uma fita dupla de DNA.

Bacillus amyloliquefaciens BamHI1 g: gég:g%g 2:
Haemophilus influenzae Rd HindIll g: ?iégg?l i:
Neisseria denitrificans Ndel g, g[;i:{,?z(c} g,
Nocardia corallina Ncol g, E}Jé?fiTC(’}r(C} g,

A digestdo de DNA por enzimas de restricdo € um processo bastante simples.
Basta colocar o DNA em contato com a enzima a uma temperatura ideal, geralmente
37 °C, e a enzima inicia imediatamente o processo de digestdo, cortando o DNA em
diversos fragmentos. O numero de fragmentos produzido é estabelecido pelo
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namero de sitios de restricdo reconhecidos pela enzima utilizada. Uma importante
consequéncia desta especificidade € que o numero de clivagens feito por cada uma
delas no DNA de qualquer organismo é definido e permite o isolamento de
fragmentos deste DNA. Portanto, cada enzima de restricdo gera um conjunto Unico
de fragmentos quando cliva uma molécula de DNA especifica. O conjunto de
fragmentos gerados por digestdo com enzimas de restricdo é geralmente detectado
pela separacao destes fragmentos por eletroforese em gel de agarose.

Com isso, as enzimas de restricdo constituem a principal ferramenta da
tecnologia do DNA recombinante, permitindo cortar genes especificos de interesse e
coloca-los dentro de outros organismos, tornando possivel recombinar ou criar

organismos transgénicos, tdo conhecidos popularmente.

1.3.C Enzimas DNA Ligases

Com as duas moléculas de DNA que se pretende recombinar in vitro isoladas e
preparadas, segue-se para o processo de ligacdo. Se o vetor de clonagem e o
fragmento de DNA a clonar forem tratados com a mesma enzima de restricdo, suas
extremidades serdo compativeis e a reacao de ligacao podera ocorrer na presenca
de uma DNA ligase, que sao enzimas codificadas por algumas bactérias e virus,
como a E. colie o fago T4.

A ligacédo é promovida pela ligacao covalente (uma ligacéo fosfodiéster) entre
os dois nucleotideos das extremidades das duas moléculas. A enzima DNA ligase
catalisa a ligacao entre o grupo fosfato ligado ao carbono 5’ e o grupo hidroxila, OH
livre, ligado ao carbono 3’ das moléculas de desoxirribose presentes nos
nucleotideos que constituem estas moléculas.

Enfim, ocorrendo a ligacdo entre as duas moléculas, uma nova molécula de
DNA plasmidial contendo o DNA de interesse é gerada, sendo denominado,
plasmideo hibrido (Figura 4). Este €, entdo, inserido em uma bactéria por

transformacao, para ser replicado, como se fosse parte integrante do plasmideo.
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DHA

Plas miden
de TGCA TGCAR
E coli ACGT ACGT

Figura 4 - Construcdao de um DNA recombinante. Uma molécula de DNA hibrido é formada a partir de
fragmentos de diferentes organismos obtidos com o0 uso de uma mesma enzima de restrigdo. Figura
adaptada de < http://users.med.up.pt/med05009/bcm/ligase_frame_files/image004.jpg>.

1.4 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA é um método de analise dos clones que se faz
necessario para se obter a sequéncia completa, ou pelo menos uma por¢ao, do
gene de interesse. Sua estratégia envolve a PCR consistindo na capacidade da DNA
polimerase em adicionar um nucleotideo na extremidade de alongamento de um
oligonucleotideo copiando uma fita de DNA molde.

Desde a década de 70, o método descrito por Sanger € o mais utilizado para
andlise de sequéncias de DNA e é conhecido também como método da terminagao
da cadeia (1, 2). No inicio dos anos 70, o processo era manual e eram necessarios
dois anos para sequenciar 20 pares de bases de DNA. Atualmente, com o
desenvolvimento das técnicas de sequenciamento automatico, um aparelho de
sequenciamento é capaz de sequenciar meio milhao de pares de bases por dia (1,
2).

Esta técnica utiliza dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados com compostos
fluorescentes e um equipamento provido de um laser. Primeiramente, realizamos a
reacao de sequenciamento, que é uma reacao em cadeia da polimerase (PCR) com
os genes de interesse e os ddNTPs marcados com os fluoréforos, obtendo assim,
um produto de PCR contendo os ddNTPs fluorescentes. Entdo, os produtos da
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reacdo de sequenciamento, marcados com os fluorocromos, sdo submetidos a
eletroferese, que os separa pela diferenca de tamanho, passando por um feixe de
laser, que promove a excitagdo dos fluorocromos. A luz emitida pelos fluoréforos é
detectada por um fotomultiplicador e a informacao é processada através de um

computador.
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1 INTRODUCAO

1.1 A enzima Diidroorotato Desidrogenase (DHODH)

Os nucleotideos nao atuam somente como unidades fundamentais que
constituem os acidos nucléicos DNA e RNA. Atuam também como componentes de
coenzimas envolvidas no metabolismo oxidativo da célula e, ainda, sdo ativadores e
inibidores em vérias vias do metabolismo intermediario da célula. Portanto, todos os
organismos vivos dependem da sua sintese. Embora algumas células sejam
capazes de produzir a quantidade necessaria de nucleotideos, reciclando
nucleosideos e bases de purina através da via de salvagéo, outras, especialmente
durante o periodo de proliferagdo celular, ndo conseguem reciclar a quantidade
necessaria ou nao possuem a via de salvagao, passando a depender, portanto, da
sintese de nucleotideos através de outra via metabdlica chamada sintese de novo
de nucleotideos (1,2).Inibidores da sintese de novo de nucleotideos formam um
importante grupo de agentes quimoterapéuticos e células que dependem desta via
metabdlica sdo susceptiveis a tais inibidores. Como exemplo, células de linfocitos T
e células cancerigenas dependem da sintese de novo de nucleotideos, e inibidores
deste processo metabdlico tém sido utilizados no tratamento de cancer e rejeicao de
orgaos transplantados (1).

No quarto passo da sintese de novo de nucleotideos atua a enzima
diidroorotato desidrogenase (DHODH), responsavel pela conversao de diidroorotato
em orotato (3). Esta enzima foi identificada como sendo o alvo farmacolégico de
uma série de compostos quimicos e naturais (4),0s quais interferem em reacdes
descontroladas do sistema imune, auxiliam no combate de infeccbes parasitarias
como malaria e em terapias antivirais através da diminuicdo da concentracio
intracelular de nucleotideos de pirimidina (5). De acordo com a estrutura primaria, as
enzimas DHODH dos mais diferentes organismos podem ser divididas em duas
familias: as enzimas da familia 1 sao encontradas no citosol, enquanto que
proteinas da familia 2 estdo localizadas na regido interna da membrana mitocondrial

(eucariotos) ou citosolica (procariotos). Todos os membros da familia 2 apresentam
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uma extensao na regiao N-terminal que permite a interagdo dessas enzimas com a
membrana (6,7).

No desempenho de suas funcbes biologicas, DHODH utiliza o
mononucleotideo flavina (FMN, Ci7H21N4OgP{) como cofator, para promover a
oxidacao do substrato, diidroorotato, enquanto FMN é reduzido. Na segunda parte
da reacdo, FMN é reoxidado (FMNH, é convertido em FMN) através do auxilio de
uma terceira molécula cuja natureza varia entre as enzimas de diferentes origens
biolégicas (Figura 1) (8). No caso da enzima humana, HsDHODH, ubiquinona é o
agente oxidante (9), enquanto que na enzima do parasita Trypanosoma cruzi,

fumarato é o agente oxidante (10).
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Figura 1- Reacao de oxi-reducao catalisada pela enzima DHODH. O hidrogénio H* é transferido para FMN
como um hibrido, e o hidrogénio H' é perdido como um préton. Figura adaptada de Takashima, et al,
2002 (10).

Até o presente momento, estruturas cristalograficas de quatro enzimas
DHODHSs foram determinadas: DHODH de Lactococcus lactis (LIDHODH) e DHODH
de Trypanosoma cruzi (TcDHODH) (11, 12, 13) pertencentes a familia 1 das
DHODHs (14); DHODH humana (HsDHODH) (15) e de E. coli (EcDHODH) (16),
membros da familia 2. Em termos gerais, as enzimas apresentam uma estrutura
terciaria similar, se enovelando em um motivo barril o/f (dominio catalitico).

HsDHODH e EcDHODH contém na regido N-terminal um motivo adicional composto
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de duas hélices, responsavel pela interagdo com a membrana e que se encontra
ausente na estrutura de LIDHODH (6).

1.2 Diidroorotato Desidrogenase de Leishmania major

Os protozoarios parasitas do genéro Leishmania sao agentes etiologicos de
uma série de doencas denominadas leishmanioses que afetam 88 paises, inclusive
o Brasil, onde, segundo dados do Ministério da Saude, a leishmaniose cutdnea ou
tegumentar, conhecida popularmente como ferida brava, atinge de 30 a 35 mil
pessoas anualmente, em geral, moradores de areas rurais ou das proximidades das
matas. No caso da leishmaniose visceral, trés mil novos casos sao divulgados todos
0s anos e se encontram espalhados em 19 estados.

A enzima diidroorato desidrogenase de Leishmania major (LmDHODH) contém
320 residuos, peso molecular de 34661,8 Da, pl=5,7 e, segundo a sua estrutura
primaria, € uma proteina citosélica, membro da familia 1 das DHODHs. LmDHODH
apresenta 73% de identidade sequencial com DHODH de Trypanosoma cruzi, 52%
de identidade sequencial com DHODH de Lactococcus lactis (LIDHODH) e 22,8 %

com a enzima DHODH humana (Figura 2).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I 1
LnDHODH HSLOYHLLNNTFANPFHNAAGYHCTTTEELYAHTESASGSLYSKSCTPALREGHP
TcDHODH HHCLKLHLLDHYFANPFHNAAGYLCS TEEDL RCHTASSSGALYSKSCTSAPROGHP

L10HDOH HLHTTFANAKFANPFHHASGYHCHTIEDLEEL KASAAGAYTTKSSTLEKREGHP
HsOHODH  HAMRHLKKRANDAYITL GGGGLLFASYLHATGDERFYAEHLNPTLOGLLDPESAHRLAYRFTSLGLLPRARF HLEYRYLGHKFRNPYGIAAGFD-KHGEAYDGL YKHGF GFYETIGSYTPKPOEGHP
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1 I
LADHODH ~ TPRYOALPLGS--INSHGLPHNGFDF YLAYA--AEQHDYGKKPLFLSHSGL SHRENYEHCKRLARYATEKGY I-~--—--LEL HL SCPHYPGKPOYAYDF DAHRACL TAYSEYYPHSFGYKHPPYFDFAHF
TcDHODH ~ EPRYHAFPLGS--INSHGLPHLGFDF YLKYA--SDLHDYSKKPLFLSISGLSYEEHYAHYRRLAPYAOGKGYL ~-——--LEL HL SCPHYPGKPOGAYDF EAHRT YLOOQVSLAYGLPFGYKHPPYFDIAHF
L1DHODH  LPRYVDLELGS--THSHGLPHLGFDYYLDYVL KNOKENAQEGP TFFSTAGHSAAENTANLKKTQE--SDFSGT---—--TELHL SCPHYPGKPALAYDFEATEKL L KEVFTFFTKPLGYKLPPYFDLYHF

HsOHODH ~ RPRYFRLPEDQAVINRYGFNSHGLSY-YEHRLRAROOKAAKL TEDGLPLGYNLGKNKTSYDAAEDYAEGYRYLGPLADYLYYNYSSPHTAGLRSLAGKAE -LRRLL TKYLOERDGLRRYHRPAYLYKIAP
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LnDHODH  DARREILHEFPKYOQFITCINSIGHGLYIDAETESYYIKPKOGF GGLGGRYYLPTALANINAF YRRC-PGKLIFGCGGYYTGEDAFLHYLAGASHYOYGTALOEEGPSIFERL TSELLGYHAKKRYOTLDE
TcDHODH  DTARRYLHEFPLVKFYTCYHSVGHGLYIDAESESYYVIKPKOGF GELGGKYILPTALANYHAF YRRC-PDKLYFGCGGYYSGEDAFLHILAGASHYOVGTALOEEGPGIF TRLEDELLETHARKGYRTLEE
L1DHODH ~ DIHAETLHOFPLT-YVHSYHSTGHGLFIDPEAESYYIKPKDGF GRIGGAYTKPTALANYRAFYTRLKPETATIGTGGIETGADAFEHLLCGATHLATGTALHKEGPATFDRTTKEL EETHHOKGYQSTAD
HsDHODH  DLTSODKEDTASYYKELGIDGLIYTHTTVSRPAGLOGALRSETGGLSGKPLROLSTATIRENYAL TAGRYPTIGYGGYSSGODALEKTRAGASLYOLY TALTFHGPPYYGKVKRELEALL KEQGFGGYTD
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HsDHODH ~ ATGADHRR

Figura 2 - Alinhamento seqiiencial entre DHODH de Leishmania major (LmDHODH), Trypanosoma cruzi
(TcDHODH), Lactococcus lactis (LIDHODH) e Homo sapiens (HsDHODH). Alinhamento e figura
foram feitos utilizando o programa MULTALIN (17).
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A estrutura do complexo entre LIDHODH e o produto da reacao, orotato, revela
os residuos envolvidos na fungdo enzimatica: Asn67, Asn127, Asn132, Asn193,
Lys43, Ser194, Met69, Gly70, Leu71 (4). Um alinhamento entre as estruturas
primarias da LIDHODH e LmDHODH mostra que todos os residuos que participam
na ligacdo com o cofator FMN e com o produto da catélise sdo conservados na
estrutura de Leishmania major, sugerindo similaridades no modo de atuacédo de
ambas as enzimas. Além disso, a alta identidade sequencial entre TcDHODH e
LmDHODH (72%) sugere que as duas enzimas utilizam o mesmo substrato para a
reciclagem de FMN, ou seja, ambas tém uma molécula de fumarato no papel de
aceitador de elétrons na segunda etapa da catalise enzimaticas.

Esta parte do trabalho visa a caracterizagao estrutural da enzima LmDHODH
através da técnica dicroismo circular que, corroborados com outras abordagens
como estudos bioquimicos, cristalograficos e biofisicos, acreditamos que possa
auxiliar no entendimento do papel desta enzima e desta via metabdlica no

mecanismo de funcionamento e patogenicidade em Leishmania major.

2 METODOLOGIA

2.1 Expressao e Purificacao da enzima LmDHODH

O gene que codifica a enzima Diidroorotato desidrogenase de Leishmania
major foi clonado no vetor de expressao pET28a (NOVAGEN, Madison, WI) pela
Prof(a). Dr(a). Maria Cristina Nonato do grupo de Cristalografia de Proteinas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). Na
construcao utilizada a proteina se encontra fusionada a uma sequéncia de 6
histidinas (cauda de histidina) para facilitar os experimentos de purificagao.

O pré-inéculo foi produzido utilizando a cepa BL21(DE3) de Escherichia coli,
transformadas com o plasmideo que contém o gene que codifica LmDHODH em
meio de cultura LB (Luria-Bertani) (18) sob agitacdo (225 rpm), durante
aproximadamente 16 horas, a 37°C e na presencga de 30 ug/mL de Kanamicina, pois
o gene codificador da enzima LmDHODH confere resisténcia a esse antibidtico.
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Apdbs 16 h, o pré-inéculo foi utilizado para inocular 1 L de meio de cultura LB
fresco contendo 30 pg/mL de kanamicina em uma diluicdo 1(pré-
indculo):100(indculo). As células foram mantidas sob 225 rpm de agitacéo, a 37°C,
até que a absorbancia a 600 nm (DOeoonm) atingisse valores entre 0,5- 0,6. A
expressao da proteina foi, entdo, induzida pela adicdo de 0,5 mM de IPTG (isopropil-
B-D-tiogalactopiranosideo). A temperatura foi imediatamente diminuida para 25°C e
a cultura mantida sob a mesma agitacao por 3 h. Para o isolamento das células, o
material foi centrifugado a 6.000 rpm, 4 °C, por 10 minutos e o “pellet” congelado.

A purificagdo da LmDHODH foi feita utilizando cromatografia por afinidade, na
qual nos valemos da afinidade da sequéncia de 6 residuos de histidinas fusionadas
a proteina por ions de niquel encontrados na resina. A purificacao por cromatografia
de afinidade constitui um dos métodos mais eficientes para a purificacdo de
proteina. Para a utilizacdo desta metodologia, as células foram descongeladas e
ressuspensas em 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl e 1 mM fenilmetilsulfonil fluoreto
(PMSF) (pH 8,0) e lisadas por sonicagao em 7 ciclos de 30 s. Os residuos celulares
e o material insoluvel foram removidos por centrifugacdo a 12.000 rpm por 30
minutos. O sobrenadante é aplicado em uma coluna com a resina de Niquel-Acido
Nitriloacético (Ni-NTA Qiagen) previamente equilibrada com o tampao usado para a
ressuspensdo das ceélulas sem PMSF. Para otimizar a interagdo da cauda de
histidina (fusionada a nossa proteina) com os ions de niquel da resina, a mistura foi
mantida sob agitacdo (70 rpm) por 30 min & 4°C. Para eliminar contaminantes que
interagem com a resina através de interacdes nao-especificas, a mesma foi lavada
com aproximadamente 50 mL de tampao de ressuspensdo sem PMSF. Em seguida,
a eluicdo da proteina foi feita através de um gradiente crescente de imidazol (25
mM, 50 mM e 100 mM), cuja interacdo com os ions Ni(ll) presentes na resina
compete com a interacdo entre esses ions e os residuos de histidina fusionados a
proteina. O gradiente de imidazol é aplicado de maneira que a resina é lavada com
50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 25 mM Imidazol pH 8,0; em seguida, passa-se 0
tampao com 50 mM Imidazol e, por fim, a proteina é eluida com 100 mM Imidazol.
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2.2 Dicroismo Circular

As medidas de dicroismo circular foram realizadas no espectropolarimetro
Jasco J-720, em um intervalo de 195 a 250nm, utilizando cubetas de quartzo de 1
mm de caminho éptico e 16 varreduras. Para experimentos de desnaturagéo térmica
foram utilizadas aliquotas de 360 puL da enzima na concentracdo de 5,8 uM em
tampao fosfato de sdédio pH 7,2 e da enzima, na mesma concentracéo, adicionada
ao orotato na concentracdo de 58 puM. A estabilidade da proteina LmDHODH e da
mesma na presenca de orotato (em concentracdo dez vezes maior do que a de
LmDHODH) foi estudada variando-se a temperatura de 20° a 80°C, em intervalos de
2°C e no final da varredura, resfriada para 20°C.

Os dados de CD em fungdo do comprimento de onda foram convertidos em
elipticidade molar média por amino&cido [6], (grau.cm?.dmol™”), de acordo com as
equacOes da secao 4.3.11. da tese. A analise do processo de desnaturagdo da
enzima na presenca e auséncia do orotato foi realizada segundo tratamento

termodindmico apresentado na segéo 4.4.4.B. da tese.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Purificacao da enzima LmDHODH

O processo de purificacdo da enzima LmDHODH por cromatografia de
afinidade (v. seg¢ado 2.1.) foi satisfatorio e o resultado é a obtengdo da enzima em
quantidade e com grau de pureza suficiente para as medidas espectroscopicas. Na
Figura 3 é apresentado o gel eletroforético (SDS-PAGE 15%) das varias fracoes
eluidas, evidenciando a existéncia da enzima LmDHODH, com massa molecular de
34,6 kDa, em quantidade (banda larga) e pura (auséncia de outras bandas de

contaminantes na coluna).
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Figura 3 - Fragoes eluidas a partir de cromatografia por afinidade em coluna de niquel. Proteinas
visualizadas em SDS-PAGE 15%. Pogos: 1- marcadores de massa molecular; 2- void (lixo); 3-
pellet; 4 e 5- amostra obtida durante a lavagem com 50mM de imidazol; 6 a 10- amostras obtidas
durante a eluicdo com 100mM de imidazol. A posigdo da LmDHODH esta indicada pela seta
vermelha.

3.2 Estudo da Estabilidade Térmica da Enzima LmDHODH

O espectro de CD da LmDHODH em tampéao 50 mM fosfato de sodio pH 7,2, a
20°C é mostrado na Figura 4 e é caracterizado por dois minimos negativos a 220 e
210 nm e um maximo positivo em torno de 197 nm. O minimo em 220 nm € atribuido
a transicdes encontradas em estruturas helicoidais (19).0 minimo em 210 nm é
resultado de uma mistura do minimo em 208 nm, caracteristico de estrutura em a-
hélice, com o minimo em 215 nm, caracteristico de folhas B, 0 que sugere uma
estrutura o/ para a proteina.

Para estudar a influéncia do ligante quando ligado a enzima, também
realizamos experimentos de dicroismo circular da LmDHODH na presenca do
produto da reacdo enzimatica, orotato. Essa molécula é conhecida por atuar como
inibidora das DHODHs em concentracdes saturadas. Por isso, também mostrado na
Figura 4, esta o espectro de CD da enzima LmDHODH na presenga do orotato a
uma concentracao 10 vezes maior que a concentracdo da proteina. Caracteristicas
espectrais similares sdo observadas nesse caso quando comparada ao espectro de
CD da LmDHODH pura indicando portanto, que a composi¢ao estrutural secundaria
da proteina ndo é significativamente alterada pela ligacdo do orotato. Entretanto,
algumas diferencas espectrais podem ser detectadas, como por exemplo, a variacao
entre as intensidades das curvas, que € devido a um rearranjo estrutural da proteina

quando da presenca do orotato.
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Figura 4 - Espectros de CD da LmDHODH e LmDHODH na presenca de orotato a 20°C. A linha solida
representa o espectro de CD da LmDHODH e a linha tracejada representa o espectro da LmDHODH
com orotato, ambas a concentragéo de 5,8 uM em tampao 50 mM NazHPOQO4, pH 7.2.

Os espectros de CD da LmDHODH na auséncia e na presenca de orotato em
funcdo da variagdo de temperatura sdo mostrados nas Figuras 5 e 6,
respectivamente. Quando a temperatura aumenta gradativamente de 20 para 80°C,
a mudanca no espectro de CD da LmDHODH, com e sem orotato, revela uma
diminuicdo na elipticidade e a presenca de um ponto isodicréico em 203 nm,
apontando ambos, para uma perda cooperativa da estrutura em o-— hélice da
LmDHODH e para uma transicdo de dois estados (nativo e desnaturado). Além
disso, a desnaturacdo térmica da enzima LmDHODH é um processo de
desenovelamento irreversivel, pois a amostra aquecida até 80°C nio retornou ao

seu estado original depois de ser resfriada rapidamente para 20°C (Figura 5 e 6).
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Figura 5 - Espectros de CD, para diferentes valores de temperatura, da proteina LmDHODH a
concentracao de 5,8 uM.
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Figura 6- Espectros de CD, para diferentes valores de temperatura, da proteina LmDHODH (5,8 uM) na
presenca de um excesso de orotato.

Resultados similiares sdo observados quando a elipticidade de ambas as
amostras € monitorada em 220 nm (Figura 7), comprimento de onda considerado um
indicativo pratico de estrutura secundaria da proteina (20).A desnaturacéo térmica
da LmDHODH exibe um comportamento do tipo sigmoidal (cooperativo), que
comeca em 40°C e é completado préximo a 54°C, para LmDHODH, e se inicia em

40°C e se completa em 58°C para a enzima na presenca de um excesso de orotato.
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Figura 7- Transicao da desnaturacao térmica com a elipticidade monitorada a 220 nm. (A): LmDHODH.
(B): LmDHODH na presenga de orotato. A diminuigdo do moédulo da elipticidade esta associada com a
perda de estrutura secundaria. As linhas sélidas séo ajustes obtidos com fungées do tipo sigmoide.

Portanto, a desnaturacédo térmica da LmDHODH na presenca e auséncia de
orotato pode ser descrita como um processo irreversivel de dois estados, entdo
tratado como descrito na secédo 4.4.4.B. da tese. Os valores da elipticidade foram
transformados em fracdes de proteina nativa, de acordo com a Eq. 6 e a variacao
com a temperatura da fy é apresentada na Figura 8. Esses valores foram entao
usados para construir os graficos de In[In(1/fn)] versus 1/T, que foram ajustados para
uma funcéo linear (Eq. 7) pelo método dos minimos quadrados. Os ajustes
resultaram em uma boa relacdo linear (dados ndo mostrados) e, a partir da
inclinacdo desses graficos, a energia de ativacdo média foi calculada para
LmDHODH (257t 9 kJ/mol) e para LmDHODH na presenga do orotato (212+ 6
kd/mol).

T T T T T T T T T T T T T
1,01 ‘A‘.l‘ll“. = LmDHODH 1
a A | mDHODH com orotato |

*
0,84 A ]
S
A
0,6 . E
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A

0,24 ]
n A 1
0,0 andnanniyuangl |

T T T T T T T

20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 8- Curva de fracao nativa em fungado da temperatura. A fragdo nativa de proteina (fn) foi calculada
como indicado na sec¢éo 4.4.4.B. da tese.
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Adicionalmente, a partir do coeficiente linear dos ajustes, determinamos a
temperatura média de transicdo (T,) que apresenta pequena variagdo para maior
temperatura quando o orotato esta ligado a enzima (T,=323,2 K para LmDHODH e
Tm=325,5 K para LmDHODH na presenca de orotato em excesso).

Os dois parametros, energia de ativacdo e temperatura de transi¢do, indicam
gue a ocupacao dos sitios ligantes na estrutura da LmDHODH pelo orotato confere
ao complexo enzima-orotato uma estabilidade maior do que aquela observada
apenas para a LmDHODH. Isto é compativel com uma regulacado enzimatica do tipo
“feedback”, muito comum em cadeias de reacdes enzimatica como aquela em que
as DHODHs estédo inseridas. Podemos aventar a hipétese de que a LmDHODH
permanec¢a em sua forma inativa (com o orotato ligado) até que a concentracao
celular de tal ligante seja diminuida a niveis que promovam o deslocamento do
equilibrio quimico de ligacdo, levando a liberacdo do orotato em solucdo e,
consequentemente, a ativacdo da enzima. Assim, 0 mecanismo de regulacao nao
pode estar baseado na existéncia de um complexo enzima-orotato muito mais
estavel do que a enzima, jAa que o complexo tem que ser desfeito quando o
organismo precisar que a via de novo de sintese de nucleotideos seja ativada.

4 CONCLUSOES

Na tentativa de caracterizar a enzima LmDHODH, fizemos medidas de
dicroismo circular com variacao de temperatura da enzima isolada e da enzima na
presenca de orotato, nas quais este ultimo foi adicionado em concentracao tal que
inibisse a atividade enzimatica. Em ambos os casos, observamos que a partir de 40
°C o espectro comeca a perder o minimo em 220 nm caracteristico de estrutura em
o-hélice, que desaparece completamente em temperaturas superiores a 54 °C, para
a enzima isolada e 58 °C para a enzima na presenca de orotato. Observamos ainda,
que no final da varredura, ao resfriarmos o sistema novamente para 20°C obtivemos
espectros diferentes daqueles obtidos a 20°C no inicio do processo, indicando assim
um processo de desenovelamento irreversivel. Assumindo o0 processo de
desnaturacao como irreversivel de dois estados foi possivel determinar o valor da
energia de ativagdo para LmDHODH (256+ 9 kJ/mol) e para LmDHODH na presenca
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de orotato (212t 6 kJ/mol). Em adicdo, determinamos a temperatura média de
transicdo (Tn,) para a enzima isolada, Tn=323,2 K, e para a enzima na presenca de
orotato, T=325,5 K, indicando que a ligacao do orotato confere uma estabilidade
térmica um pouco maior para a enzima.

Podemos, entretanto, especular um pouco em termos do papel do orotato
como promotor da estabilidade do complexo enzima+orotato, o que teria influéncia
significativa no processo de ativacdo/desativacdo da enzima quando em condi¢des

celulares.
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