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RESUMO

As proteinas TMEDs sd@o proteinas transmembranares presentes em eucariotos em todos 0s
subcompartimentos da via secretora inicial, ou seja, o reticulo endoplasmético (RE), o Golgi e
0 compartimento intermediario. Embora essenciais durante o transporte bidirecional entre 0 RE
e 0 Golgi, as TMEDs ainda carecem de informac6es sobre sua estrutura, estado oligomérico e
de suas interacbes com a carga de transporte. Pela primeira vez, é descrita a expressao
heterdloga, a caracterizagéo biofisica e a estrutura tridimensional em alta resolugdo do dominio
GOLD da proteina TMED 1 humana. A proteina recombinante foi purificada em duas etapas
cromatograficas, apresentando rendimento e pureza que permitiram os estudos biofisicos. A
analise dos dados de dicroismo circular (CD) mostrou que, apos a purificacdo, a proteina se
encontrava enovelada e que a sua estrutura secundaria era predominantemente de folhas B (~
44%). A desnaturacdo quimica da estrutura secundaria foi monitorada por CD na regido do
ultravioleta distante. A proteina apresentou-se quimicamente estavel, e a curva de desnaturacao
segue um perfil do tipo sigmoidal (cooperativo) com uma concentracdo de meia transicdo de
aproximadamente 2,8 M de uréia. A espectroscopia de fluorescéncia intrinseca das tirosinas foi
também utilizada para avaliar a estabilidade na presenca de ureia, resultando em uma transicéo
que ocorreu em torno de 1,2 M. Do ponto de vista da estabilidade térmica, a proteina se
apresentou com elevada estabilidade com temperatura de meio da transicao de cerca de 60°C e
ndo segue um modelo de transicao dois estados, indicando uma provavel dissocia¢do de dimero
em mondmeros em estruturas desenoveladas. Os dados de Fluorimetria diferencial de varredura
(DSF) mostraram que a forca idnica € importante para a estabilidade estrutural do dominio
GOLD. A proteina foi cristalizada com sucesso e sua estrutura determinada em uma resolugéo
de 1,7 A. A estrutura 3D mostrou uma organizacao estrutural tradicional dos dominios TMED
GOLD, formado por um sanduiche-B composto por duas folhas B antiparalelas de quatro fitas
conectadas por uma ligagéo dissulfeto. A curvatura dessas folhas-p define visualmente dois
diferentes "lados™ na organizacdo conformacional, denominados concavo (formada por 2, 7,
B4 e BS) e convexo (formados por 6, B3, B8 e B1). Usamos a estrutura para realizar simulacoes
de dindmica molecular e o dimero apresentou-se energeticamente favoravel e estavel durante o
tempo de simulacdo. A dimerizacdo se apresentou favorecida por ligacdes de hidrogénio,
interacOes hidrofdbicas e interacbes n- . Os estudos para avaliar a formacéo de oligbmeros em
relacdo a concentracdo e a forca idnica sugerem que a formacéo dos dimeros depende de ambos
os fatores. Neste trabalho, propomos um modelo de ancoragem do dimero a membrana baseado
na carga eletrostatica superficial da proteina. Em tal modelo, o dimero se mostra orientado com
seu lado convexo para o citosol, o que esta de acordo com o0 modelo in vivo proposto em outros
trabalhos e que permitiria a interacdo com o receptor ST2. O fato das membranas do complexo
de Golgi e do RE serem enriquecidas em lipideos carregados negativamente confere potencial
impacto funcional a orientagdo proposta para o dimero.

Palavras-chave: TMED. Familia p24. Caminho de secrecéo inicial. Secre¢do de Proteinas.

Biofisica.



ABSTRACT

TMED proteins are eukaryotic transmembrane proteins present in all subcompartments of the
early secretory pathway, i.e. the endoplasmic reticulum (ER), Golgi and the intermediate
compartments. Although essential in the bidirectional protein transport between the ER and
Golgi, TMED:s still lack information about their structure, oligomeric state and their interactions
with the transport cargo. For the first time, the heterologous expression, biophysical
characterization and the high-resolution structure of the human TMED1 GOLD domain are
described. The recombinant protein was purified in two chromatographic steps, presenting a
satisfactory yield and purity for the biophysical studies. The analysis of the circular dichroism
data (CD) showed that, after purification, the protein was folded and that its secondary structure
is predominantly composed of (3-strands (~44%). The chemical denaturation of its secondary
structures was monitored by CD in the region of the far ultraviolet. The protein was chemically
stable, and the denaturation curve followed a sigmoid-like profile (cooperative) with a
concentration of half transition of approximately 2.8 M urea. Tyrosine intrinsic fluorescence
spectroscopy was also used to assess the stability in the presence of urea, resulting in a transition
occurring at ca. 1.2 M. The protein presented high thermal stability with a melting temperature
of about 60 °C and following a transition model of non-two-states, which indicated a probable
dissociation of dimer to monomers to unfolded structures. DSF data showed that the ionic-
strength was important for the structural stability of the GOLD domain. The protein was
successfully crystallized, and its structure determined at a resolution of 1.7 A. The 3D structure
showed the traditional arrangement of the TMED GOLD domains, with a structural
organization of a 3-sandwich fold composed of two four-strand antiparallel B-sheets connected
by a disulphide bond. The curvature of the molecule defines visually two different “sides” in
this conformational organization called concave (formed by B2, 7, P4, and B5) and convex
sides (formed by B6, B3, B8, and B1). We used the high-resolution structural model of the
TMED1 GOLD dimer to perform molecular dynamic simulations, which showed that the dimer
was energetically favorable and stable during the simulation time. Dimerization was favored by
hydrogen bonds, hydrophobic interactions and n- = interactions. Studies to evaluate the
formation of oligomers as a function of the concentration and ionic-strength suggest that the
formation of dimers depended on both factors. Here, we propose a model for the anchoring of
the dimer to the membrane based on the surface electrostatic charge of the protein. In such a
model, the dimer is oriented with its convex side towards the cytosol, which is in accordance
with the in vivo model previously reported and that would allow interaction with the ST2
receptor. The fact that the Golgi complex and the ER membranes are enriched in negatively-
charged lipids gives potential functional impact to the proposed dimer orientation.

Keywords: TMED. p24 family. Early Secretory Pathway. Protein secretion. Biophysics.
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1 INTRODUCAO

A compartimentalizacdo de certas funcGes biologicas em organelas € uma das
caracteristicas mais particulares dos sistemas eucariotos, complexidade essa que os diferencia
enormemente das células procariotas (DIEKMANN; PEREIRA-LEAL, 2013). A
compartimentalizagdo permitiu uma melhor organizacdo celular e controle metabdlico ao
delimitar um espago/microambiente otimizado para que reacOes especificas pudessem ocorrer.
Essa separacao fisica de reacdes e processos quimicos conferiu aos organismos eucariotos uma
significativa vantagem evolutiva e uma grande eficiéncia funcional.

Entretanto, a presenca de diferentes compartimentos acarretou certas dificuldades,
principalmente a necessidade de constantes trocas de biomoléculas entre tais compartimentos
(ALBERTS B, JOHNSON A, LEWIS J, 2002; CHEN; SILVER, 2012, DIEKMANN;
PEREIRA-LEAL, 2013). Em células eucaridticas, o transporte de proteinas é realizado por
meio de vesiculas que sdo formadas em um compartimento doador e transportadas para o
compartimento alvo, contando o processo com a participacdo central do complexo de Golgi
(PALADE, 1975; RAOTE; MALHOTRA, 2019). O complexo de Golgi foi descrito pela
primeira vez em 1898 por Camilo Golgi ao investigar o sistema nervoso (MAZZARELLO;
GARBARINO; CALLIGARO, 2009), tendo sido muito estudado desde entéo.

Na maior parte dos eucariotos, o Golgi, que é a principal organela da via de secrecdo,
esta localizado na regido central das células e proximo ao envoltério nuclear. E
morfologicamente constituido por membranas achatadas, conhecidas como cisternas, que se
organizam em forma de pilhas de quatro a oito cisternas alinhadas e compactadas, ligadas entre
si por meio de sistemas tubovesiculares (VIOTTI, 2016). Todo esse conjunto é organizado de
maneira polarizada da regido cis, representando o local de entrada da carga, para regido trans
que é o local de saida, como mostrado na Figura 1: a regido cis-Golgi que fica préxima a saida
do reticulo endoplasmaético (RE), a regido cis-medial e a regido trans-Golgi, localizada em
frente a membrana plasmatica, enderecando as moléculas a seus destinos finais (CHEN et al.,
2017; HUANG; WANG, 2017).
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Figura 1: Organizagdo estrutural do complexo de Golgi em células eucariotas. Figura adaptada da referéncia
(CHEN et al., 2017).

O RE ¢é a porta de entrada de proteinas na via de secrecdo e também a organela
responsavel pelo correto enovelamento dessas proteinas. As proteinas poderdo sair do RE e
percorrer todo o caminho das cisternas do Golgi até seu destino final, apenas se estiverem
devidamente enoveladas (NEUBERT; STRAHL, 2016). Falhas no processo de enovelamento
podem levar a erros na classificacdo das proteinas, provocando uma diminui¢éo, ou até mesmo
a abolicéo de sua secrecdo, alem de possiveis falhas no processo de glicosilagdo (XIANG et al.,
2013; SICARI; IGBARIA; CHEVET, 2019). Diversas doengas humanas, incluindo distarbios
neuroldgicos, malformacdes congénitas e tumores, surgem como resultado da mutagdo ou
expressdo anormal de proteinas na via de secrecdo (GARBES et al., 2015; JOSHI; WANG,
2015; MAKOWSKI; TRAN; FIELD, 2017; WANG et al., 2020).

Ao longo da via secretoria existem diversas modificacfes pds-traducionais a que
proteinas e lipidios podem ser submetidos, envolvendo processos como a glicosilagéo,
fosforilacdo, sulfatacdo e a protedlise, que dependem de sua organizacdo morfoldgica correta
para ocorrer (GOLDFISHER, 1982; ROTH, 2002). A maioria dessas modifica¢cdes ocorre no
Golgi, que também € responsavel pelo transporte de proteinas e de lipideos, pelo englobamento
da carga de transporte por carreadores e pela sua classificacdo para seus destinos finais (WEI,
SEEMANN, 2010; BRANDIZZI, BARLOWE, 2013; HUANG; WANG, 2017).

O transporte de proteinas, em especial na rota que envolve o RE e o Golgi, é altamente
seletivo e realizado por meio de vesiculas revestidas por um complexo proteico (coatémero -
COPs) (BARLOWE; HELENIUS, 2016). As COPs sdo responsaveis por duas funcGes

principais: a captura seletiva de proteinas a serem transportadas e de proteinas adaptadoras de
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carga, e 0 modelamento da curvatura da membrana para a protusdo de vesiculas em formato
esférico para o transporte. A descoberta do processo de formacgdo e regulacdo do trafico
vesicular, especificamente a formacdo e fusao das COPs, conferiu o prémio Nobel em Medicina
ou Fisiologia em 2013 a James E. Rothman, Randy W. Schekman e Thomas C. Sudhof
(ROTHMAN; SCHEKMAN; SUDHOF, 2013).

O transporte conhecido como anterégrado na via de secrecdo é tido como aquele que
se inicia no RE e segue em direcdo ao Golgi, rumo ao seu destino final (Figura 2). Existe
também uma rota de transporte reversa, conhecida como transporte retrégrado, responsavel por
trazer de volta ao RE proteinas residentes que atingem o Golgi apds finalizar a sua participacdo
no transporte anterogrado (Figura 2). Até o momento, foram identificadas trés classes de
complexos proteicos responsaveis pelo revestimento das vesiculas de secrecdo, que sdo a COPI,
COPII e as clatrinas. Embora COPI e COPII possuam caracteristicas funcionais em comum,
elas sdo diferentes do ponto de vista organizacional (GOMEZ-NAVARRO; MILLER, 20164,
2016b). As proteinas responsaveis pela formacéo das COPI e COPII selecionam as proteinas a
serem transportadas, além de participarem da deformacdo da bicamada lipidica das membranas
doadoras em brotos e vesiculas.

A COPI esté envolvida no transporte retrégado, entre a face cis do complexo de Golgi
e 0 RE. O controle da biogénese das vesiculas COPI é mediado por uma pequena GTPase
conhecida como fator de ribosilagdo do ADP (Arfl) (KREIS, 1995; BECK et al., 2009). A
ativacdo de Arf-1 leva a mudancas na estrutura terciaria expondo o seu acido miristico e a regido
N-terminal hidrofébica (BECK et al., 2009). Essa alteracdo possibilita a ligacdo a membrana e
promove o recrutamento da COPI, formando um complexo heptamérico (formado pelas
subunidades a, B, B',v, 6, €, {) externo a membrana (GAYNOR; GRAHAM; EMR, 1998).

A COPII é importante para o transporte seletivo de proteinas que foram recém-
sintetizadas no RE (DUDEN, 2003) e foi a ultima classe a ser identificada (KIRCHHAUSEN,
2007). Cinco proteinas estdo envolvidas no revestimento de COPII em uma montagem
sequencial: Sarl, Sec23, Sec24, Sec13 e Sec31. O processo de montagem do revestimento se
inicia apos a ativacdo da GTPase Sarl e, devido a baixa atividade intrinseca na troca de GDP
para GTP, é necessaria uma proteina de membrana presente no RE, a Sec12, para facilitar a
ligacdo do GTP. Desta forma, a ligacdo de Sarl-GTP na membrana do RE permite o
recrutamento do heterodimero Sec23 e Sec24. A proteina Sec24 esta envolvida na selecdo de
proteinas de carga. As proteinas sollveis que estdo na regido luminal do RE néo fazem interacao

direta com Sec24, sendo, portanto, o transporte dependente de proteinas receptoras. Sarl e
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Sec23 interagem e recrutam Sec13-Sec31 que fornecem a capacidade de modelagem esférica
em solucdo e, acredita-se, induzem o processo de formacdo da curvatura da membrana
(GOMEZ-NAVARRO; MILLER, 2016a, 2016b).

Secrecido
convencional

Transporte anterégrado

Figura 2: Descricdo ilustrativa das varias etapas que concernem a secrec¢do convencional de proteinas. A protrusao
que representa a carga de transporte sendo formada no inicio da via (bulk flow) estd destacada em linhas
pontilhadas. AbreviacBes: Reticulo Endoplasmético (RE), sitios de saida do RE (ERES), compartimentos
intermediarios do RE e Golgi (ERGIC), rede de liberacdo de carga na regido trans do Golgi (TGN), sistema
endossomal/lisossomal (ELS) e membrana plasmética (MP). Figura adaptada da referéncia (STRATING et al.,
2009).

Embora o entendimento da maquinaria de secrecdo convencional seja alvo de intensos
estudos, diversos aspectos permanecem pouco elucidados. Uma das etapas fundamentais no
processo inicial de secre¢édo de proteinas é o transporte de carga do RE em direc¢éo ao Golgi, no
qual proteinas especificas sdo selecionadas, ancoradas nas COPII e essas vesiculas sdo entdo
eficientemente recuperadas pela matriz do Golgi. Neste sentido, uma familia de proteinas
integrais de membrana, associadas as COPs e que coletivamente foram chamadas de p24 ou
TMED, possui um importante, porém pouco entendido, papel nesse transporte bidirecional na

interface entre o RE e o complexo de Golgi.
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1.1  ASPROTEINAS p24 OU TMED: CARACTERISTICAS GERAIS,
NOMENCLATURA E FUNCAO

Existe uma familia de proteinas transmembranares do tipo | de aproximamente 24 kDa
(20-25 kDa) que sdo denominadas como proteinas p24 ou TMED (transmembrane emp24
domain-containing protein) e que estdo presentes em todos 0s organismos eucariotos
(SCHUIKI; VOLCHUK, 2012; ABER et al., 2019). A diversidade das TMEDs em vertebrados,
0s aspectos evolutivos e a sua distribuicdo tecidual foram amplamente discutidos por Strating
e colaboradores em 2009 (STRATING et al., 2009). Estudos iniciais sugerem que essa familia
de proteinas pode estar envolvida na estrutura e organizacdo dos compartimentos da etapa
inicial de secrecdo, regulando a composicao, estrutura e funcéo de diferentes organelas da via,
principalmente 0 RE e o complexo de Golgi (EMERY; GRUENBERG; ROJO, 1999;
STRATING et al., 2009; VIOTTI, 2016; ABER et al., 2019; LOPEZ et al., 2020). As proteinas
TMED possuem expressao tecidual variada levando a diferentes fungdes em diferentes espécies
(ABER et al., 2019). Foi observado um envolvimento das TMEDs em uma série de doencas
humanas tais como o Alzheimer (LIU; FUJINO; NISHIMURA, 2015), doencas de origem
pancredtica no desenvolvimento de diabetes (WANG et al., 2012), doenca hepatica gordurosa
ndo-alcoolica (DHGNA) (HOU et al., 2017) e papeis de proliferacdo e diferenciacdo celular
originando tumores (LIN et al., 2019; PEl et al., 2019).

A familia das TMEDs € abundantemente presente nas membranas da via inicial de
secre¢do, formando complexos com as proteinas de revestimento que recobrem as vesiculas de
transporte, COPI e COPII, além de serem um dos principais agentes moleculares envolvidos na
formacao das vesiculas COPI (POPOFF et al., 2011). Embora estejam presentes na via secretora
inicial e tardia, a maior parte dos estudos cientificos se concentram em seus papeis funcionais
na via secretdria inicial (ABER et al., 2019; LOPEZ et al., 2020). Além desses locais, as
proteinas TMED também podem ser localizadas na MP, em granulos de secrecdo, na regiao
TGN e nos peroxissomos (ABER et al., 2019).

As proteinas TMED tém seu papel amplamente caracterizado na modulagdo do
transporte de proteinas especificas, como as proteinas ancoradas por cauda de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (THEILER et al., 2014). S&o relatadas mais de 150 proteinas de
origem humana ancoradas por cauda de GPIl (KINOSHITA; FUJITA, 2016). Esse tipo de
ancoragem é uma modificacdo pos-traducional e envolve diversas etapas para a sua montagem,

culminando com o transporte do complexo de Golgi até a superficie celular (KINOSHITA,
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2020). Os estudos iniciais relativos ao papel das proteinas TMED para a classificacdo das
proteinas ancoradas por GPI foram feitos em leveduras (CASTILLON et al., 2009; THEILER
et al., 2014). Acredita-se que a cauda de GPI possua fun¢éo de classificacao e sinalizacao para
o transporte via TMEDs (CASTILLON et al., 2009). Posteriormente, estudos em mamiferos
apoiaram esta teoria de ancoragem por GPI e transporte pelas TMEDs (BONNON et al., 2010;
THEILER et al., 2014).

Além de modularem o transporte de proteinas ancoradas com a cauda de GPI, as
proteinas TMED também fazem a modulacdo do transporte de Receptores Acoplados a
Proteina-G (GPCRs G protein-coupled receptors), como foi observado no controle do
transporte do receptor ativado por proteinase do tipo 2 (PAR-2) do Golgi para a MP em
mamiferos (LUO; WANG; REISER, 2007, 2011). A descoberta e os estudos sobre a
compreensdo do processo funcional destes receptores conferiram o prémio Nobel de Quimica
em 2012, para os pesquisadores Robert J. Lefkowitz e Brian K. Kobilka (LEFKOWITZ;
KOBILKA, 2012) (LUO; WANG; REISER, 2007). Essa classe de receptores esta presente na
superficie celular de todos tipos de células e por isso representa cerca de 30% dos alvos
farmacoldgicos comercializados (LIM, 2007). Uma maior compreensdo do processo de
transporte de GPCRs, bem com a sua modulacdo, é de grande interesse do ponto de vista
farmacoldgico.

Outro mecanismo funcional associado as proteinas TMED envolve a possivel alteracdo
ou modulacdo de microambientes lipidicos (STRATING et al., 2009). Esse processo ainda ndo
esclarecido pode ocorrer devido a interacdes especificas entre TMEDs e certo tipos de lipideos,
como, por exemplo, envolvendo a regido transmembranar da TMED 2 com a esfingomielina
C18:0 e que é importante na dimerizacdo dessa regido proteica na membrana (PANNWITT,;
STANGL,; SCHNEIDER, 2019). Essas proteinas também podem levar a alteracdes fisico-
quimicas em membranas biol6gicas, como a alteracdo da fluidez, distribuicdo de cargas
espessura, e formarem microdominios para a interacdo de proteinas ancoradas a cauda de GPI
ou recrutando proteinas para a interacdo periférica com as COPs (EMERY; GRUENBERG,;
ROJO, 1999; STRATING et al., 2009).

Baseado em andlises filogenéticas, foi proposta a existéncia de quatro subfamilias de
TMED nomeadas utiliza-se as letras gregas a,B,ye 6 (DOMINGUEZ et al., 1998;
STRATING et al., 2009), embora existam em paralelo diversas nomenclaturas alternativas
(Tabela 1). Em uma dessas nomenclaturas, se utiliza a letra grega para identificar as subfamilias

das TMEDs seguida de um nimero que vai desde o primeiro membro encontrado e foi proposta
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em 1998 por Dominguez et al (DOMINGUEZ et al., 1998; PASTOR-CANTIZANO et al.,
2016; NAGAE et al., 2017). O numero de representantes de cada subfamilia também varia
conforme a espécie (STRATING et al., 2009; POPOFF et al., 2011). Foram reportados em
mamiferos a presenca de 10 representantes até o presente momento, sendo que em humanos
existem 9 pois o0 gene da TMED 11 possui um cddon interveniente na sequéncia codificante
levando a interrupgdo da regido codificante (STRATING et al., 2009). Por outro lado, em
plantas do género Arabidopsis, as proteinas TMEDs estdo presentes apenas nas subfamilias g
e 6 (MONTESINOS et al., 2013; PASTOR-CANTIZANO et al., 2017).

Tabela 1: Nomenclatura das proteinas p24/ TMEDs para Vérias espécies. Fonte adaptada da referéncia (SCHUIKI,;
VOLCHUK, 2012).

Vertebrados
Subfamilia Nome sistematico | Nome sistematico com o Nomes adicionais Drosophila Plantas Leveduras
sistema de dados
p24al TMEDI1 gp25L Eclair Erplp
" p2da? TMED9 P25, GMP25, gp251.2, Erpsp
p24d, p24D
p24a3 TMED4 GMP25is0 Erp6p
B p24f1 TMED2 P24, p24a CHOp24, p24f31, p24p32 Emp24b
CG9308
p24y1 TMEDI Tp24, T1/ST2 P24-1 Erp2p
p24y2 TMEDS P28, T1/ST2 iso CG31787 Erp3p
¥ p24y3 TMED7 (g)p27 Opm Erp3p
p24y4 TMED3 P26, p24b Logjam
p24y5 TMED6
p2451 TMED10 P23, tmp21(-I), p24c Baiser P24581a, p2451b, p248lc | Erv25p
) (Atp24), p2451d,
P2462 p23iso p2482a, p2432b, p2432c,
p2462d, p2482e

No presente trabalho, a nomenclatura sera utilizada de acordo com o banco de dados
de proteinas de vertebrados, pois a maioria das proteinas p24 sdo anotadas como TMED
(transmembrane emp24 domain-containing protein), sendo a primeira proteina a ser descoberta
aemp24 em levedura (SCHIMMOLLER et al., 1995; PASTOR-CANTIZANO et al., 2016).

Embora ainda seja alvo de intensas discussfes, sugere-se que, para que as proteinas
TMED exercam suas funcbes adequadamente, € necessario que elas estejam em equilibrio
dindmico na forma de homo e hetero-oligbmeros. Foi sugerido anteriormente que as TMED
10 e TMED 2 interagem durante o transporte na via de secrec¢do inicial (EMERY; ROJO;
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GRUENBERG, 2000). Posteriormente, um estudo em leveduras demonstrou que as proteinas
TMED séo capazes de formar um complexo hetero-oligomérico entre afyd, sendo que a e y
s80 membros essenciais para que o papel de transporte seja alcangado com sucesso (HIRATA,;
NIHEI; NAKANO, 2013). Entretanto, estudos em células HeLa relatam a existéncia de apenas
monémeros e dimeros de TMEDs (JENNE et al., 2002). E também descrito na literatura a
possibilidade de formacdo de monémeros, dimeros e tetrdmeros das TMEDs em equilibrio
dindmico em mamiferos (DOMINGUEZ et al., 1998; FULLEKRUG et al., 1999; FUJITA et
al., 2011). A alta diversidade na formacao de complexos pode ser devido a evolucgéo diferencial

dessas proteinas em diferentes espécies (STRATING et al., 2009).

1.2 ORGANIZACAO ESTRUTURAL DAS PROTEINAS TMED

As proteinas TMED sdo altamente conservadas dentro de uma subfamilia
(STRATING et al., 2009). Entretanto, quando se analisa a sequéncia de aminoécidos entre as
diferentes subfamilias, observa-se que o grau de identidade é relativamente baixo (STRATING
et al., 2009). Apesar da baixa identidade sequencial, todas as proteinas TMED possuem um
peptideo sinal e uma organizacdo estrutural similar que envolve: uma regido C-terminal
citosolica curta que possui um motivo para a ligagdo as COPIl e COPII; um dominio
transmembranar simples; um dominio que pode formar um coiled coil provavelmente envolvido
na oligomerizacdo destas proteinas; e uma regido luminal longa que compreende um dominio
conhecido como Golgi Dynamics (GOLD) (ANANTHARAMAN; ARAVIND,
2002)(PASTOR-CANTIZANO et al., 2016) (Figura 3).

Lamen Citosol

N GOLD cc TMD | OFXXBBX, - C

——
—==0

Figura 3: Representagdo dos diferentes dominios dos membros das p24 e sua localizagéo celular. Basicamente, as
p24 sdo formadas por uma pequena por¢do no N-terminal, um dominio GOLD, uma regido do tipo coiled coil
(CC), uma porc¢do transmembranar (TMD) e uma cauda no C-terminal que contém um peptideo sinal para interacao
com as COPI ¢ COPII na forma de um motivo ®FXXBBXn onde ® ¢ um aminoacido hidrofébico volumoso
(F/Y/L/T), B um aminoacido basico e n é um niimero >2. Figura adaptada da referéncia (PASTOR-CANTIZANO,
2016).
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O dominio GOLD é capaz de mediar ligagdes do tipo proteina-proteina e sugere-se
que seja responsavel pelo reconhecimento da carga a ser transportada, além de ser associado
com proteinas de ligacdo de aclcar e de lipideos (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2002).
Estudos recentes sugerem que possa também estar envolvido no processo de dimerizacdo entre
os membros de diferentes subfamilias de proteinas TMED (ANANTHARAMAN; ARAVIND,
2002; NAGAE et al., 2016, 2017; ABER et al., 2019). O dominio GOLD possui uma estrutura
secundaria rica em fitas betas (JENNE et al., 2002). O dominio coiled coil estd associado ao
reconhecimento e transporte de proteinas GPIl-ancoradas (EMERY; ROJO; GRUENBERG,
2000; THEILER et al., 2014). O dominio transmembranar foi observado ser capaz de mediar
interacOes com lipideos especificos, além de auxiliar no brotamento de vesiculas (AISENBREY
etal., 2019; PANNWITT; STANGL; SCHNEIDER, 2019).

As proteinas TMED sdo aparentemente essenciais na via de secrecao convencional em
mamiferos, entretanto, ainda hoje pouco se sabe sobre suas propriedades estruturais em
modulacdo de membranas e de ancoragem protéica. Até o presente momento, foram resolvidas
as estruturas do dominio GOLD de trés TMED (TMED 2, 5 e 10) por cristalografia de raios-X,
mas a sua funcao bioldgica permanece ainda ndo completamente elucidada (NAGAE et al.,
2016, 2017).

1.3 O DOMINIO GOLD DA PROTEINA TMED 1 HUMANA E SUA FUNCAO NA
IMUNOSSINALIZACAO

Além de suas funces citadas anteriormente, foi relatado que o dominio GOLD poderia
estar relacionado a funcdes de regulacdo na imunidade inata (DOYLE et al.,, 2012;
CONNOLLY; O’NEIL; MCGETTRICK, 2013; LIAUNARDY-JOPEACE; BRYANT; GAY,
2015; NAKANO et al., 2017). Um dos primeiros trabalhos sobre a atuacdo das TMED no
sistema imunologico de mamiferos mostrou que o dominio GOLD da proteina TMED 7 atua
na inibicdo dos receptores transmembranares que detectam lipolissacarideos (LPS) de bactérias
Gram-negativas, em particular o receptor Toll tipo 4 (TLR4 Toll-like receptor 4) (DOYLE et
al., 2012). Alem do dominio GOLD da proteina TMED 7, estudos mostram o envolvimento do
dominio GOLD da proteina TMED 1 em processos de regulagdo imunologica (CONNOLLY;
O’NEIL; MCGETTRICK, 2013).
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As interleucinas sdo proteinas que os leucocitos (linfécitos T, eosindfilos e
macrofagos) produzem nas respostas do sistema imunologico (AKDIS et al., 2011). Estao
envolvidas na ativacdo ou supressdo do sistema imune, na inducdo do processo de divisdo
celular, na fase de citocinese e na geracdo de memoria, conferindo a elas um potencial
terapéutico de destaque em um grande numero de doencas (BROCKER et al., 2010; AKDIS et
al., 2011; GUI et al., 2016). Na familia da interleucina do tipo 1, existe um receptor de
interleucina 1 (IL1RL-1), conhecido como ST-2 que significa “supressdo de tumorigenicidade
2” (do inglés “suppression of tumorigenicity 2”), e apresenta duas isoformas principais a
transmembranar ou celular (ST-2L) e a sollvel ou circulante (sST2) (PASCUAL-FIGAL;
JANUZZI, 2015; VILLACORTA; MAISEL, 2016).

Apbs varios anos sendo tratado como receptor érfao, foi descoberto que o receptor
ST2 interage com a interleucina-33 (IL-33), que é semelhante a IL-1, gerando respostas imunes
mediadas pelas células-T e em doencas infecciosas, asma e respostas alérgicas (LIEW; LIU;
XU, 2005; OBOKI et al., 2010). A 1L-33 também é capaz de atenuar as respostas de sepse
(NASCIMENTO et al., 2017). Além disso, 0 processo de sinalizacdo IL-33/ST2 possui
potencial de ser um biomarcador de doencas cardiovasculares (OBOKI et al., 2010; MILLER,;
LIEW, 2011). O mecanismo de deteccdo da IL-33 pelo ST2 envolve a cascata de sinalizacéo
que ativa a via das proteinas-quinases ativadas por mitdgenos (Mitogen Activated Protein
Kinases/ MAPK) e da via do fator nuclear kappaB (factor nuclear kappa B/NF-x3) (OBOKI et
al., 2010).

Estudos in vivo sugerem que a TMED 1 (membro da subfamilia y) esta envolvida na
sinalizacdo da IL-33 através de uma interacdo direta com o receptor ST2 (CONNOLLY;
O’NEIL; MCGETTRICK, 2013). Essa interacdo ¢ mediada pelo dominio TIR (Toll/IL-1
receptor) do ST2 e pelo dominio GOLD da proteina TMED 1 (STRATING et al., 2009;
CONNOLLY; O’NEIL; MCGETTRICK, 2013). Além disso, outros estudos mostraram um
envolvimento da TMED 1 na expressdo de outras interleucinas, como a IL-8 e IL-6
(CONNOLLY; O’NEIL; MCGETTRICK, 2013). Devido ao fato de que a secrecdo das
interleucinas ser necessaria para que possam atuar nos processos de sinalizacdo, as descobertas
sugerem uma alta relevancia das proteinas TMED em processos de sinalizacdo para o sistema
imune e de diferenciacédo celular (AKDIS et al., 2011).

O foco desta dissertacdo foi obter informacgdes estruturais e caracteristicas
biofisicas/bioquimicas do dominio GOLD da TMED 1 humana (UniProtKB-Q13445). Estes

dados em conjunto poderédo oferecer a comunidade cientifica uma visdo mais detalhada sobre
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as propriedades biofisicas do dominio GOLD e auxiliar numa melhor compreenséo de suas
funcoes.

1.4 OBJETIVOS

Devido a importancia da compreensao do processo inicial de secrecao de proteinas em
humanos e o0s poucos dados existentes na literatura sobre o processo de captura de proteinas a
serem secretadas de forma dependente da acdo das proteinas TMED, séo necessarios trabalhos
que possam caracterizar in vitro os membros da familia das TMED. Em particular, nos interessa

estudar as propriedades biofisicas e bioquimicas do dominio GOLD da proteina TMED 1.

1.4.1 Objetivo Geral

Caracterizar o dominio GOLD da proteina TMED 1 em relacdo as suas propriedades
biofisicas, bioquimicas e a sua estrutura tridimensional em alta-resolucéo, fornecendo dados

experimentais que levem a sua melhor compreensao.

1.4.2 Objetivos Especificos

» Desenvolvimento de um protocolo eficiente de expressdao heteréloga e de
purificacdo do dominio GOLD da proteina TMED 1.

» Caracterizacdo estrutural da proteina recombinante utilizando-se diferente
abordagens que compreendem as cristalograficas e ndo cristalogréficas de baixa-
resolucéo.

» Caracterizacdo termodindmica da proteina recombinante utilizando-se uma

abordagem multitécnicas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PROTEINAS RECOMBINANTES

Nesta subsecdo estdo as etapas para a obtencdo do dominio GOLD da proteina TMED
1 passando pela clonagem, pela escolha da linhagem de Escherichia coli (E. coli), os
plasmideos utilizados para a propagacdo de DNA, a expressdo protéica, a purificacdo, a

eletroforese em condi¢fes desnaturantes até a determinacdo da concentracdo protéica.

2.1.1 Clonagem

O CDS do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana foi clonado na etapa inicial
do projeto. Os oligonucleotideos utilizados foram projetados para conter os sitios de restricdo
para Ndel no 5’ e BamH1 no 3°.

>TMED1-pUC57 mini
ATGATGGCGGCGGGTGCGGCGLCTGGCGCTGGCGCTGTGGCTGCTGATGCCGCCGGTGGA
AGTGGGTGGTGCGGGTCCGCCGCCGATTCAGGACGGCGAGTTCACCTTTCTGCTGCCGGC
GGGCCGTAAGCAGTGCTTCTATCAGAGCGCGCCGGCGAACGCGAGCCTGGAAACCGAAT
ATCAGGTTATCGGTGGCGCGGGTCTGGACGTGGATTTTACCCTGGAGAGCCCGCAAGGCG
TTCTGCTGGTGAGCGAAAGCCGTAAAGCGGACGGTGTTCATACCGTGGAGCCGACCGAA
GCGGGTGACTACAAGCTGTGCTTCGATAACAGCTTTAGCACCATCAGCGAGAAACTGGTT
TTCTTTGAACTGATTTTCGATAGCCTGCAAGACGATGAGGAAGTTGAAGGTTGGGCGGAG
GCGGTGGAACCGGAGGAAATGCTGGACGTGAAGATGGAAGATATCAAAGAGAGCATTGA
AACCATGCGTACCCGTCTGGAGCGTAGCATTCAGATGCTGACCCTGCTGCGTGCGTTCGA
AGCGCGTGACCGTAACCTGCAAGAGGGCAACCTGGAACGTGTTAACTTTTGGAGCGCGGT
GAACGTTGCGGTGCTGCTGCTGGTGGCGGTTCTGCAAGTGTGCACCCTGAAACGCTTCTT
CCAAGATAAACGCCCGGTTCCGACCGGATCC

>Dominio GOLD da proteina TMED 1 (para pET28a com TEV no N-terminal)

AGPPPIQDGEFTFLLPAGRKQCFYQSAPANASLETEYQVIGGAGLDVDFTLESPQGVLLVSESR
KADGVHTVEPTEAGDYKLCFDNSFSTISEKLVFFELIFDSLQD
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>0Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo do dominio GOLD da TMED 1:
Forward - CAT GAT CAT ATG CCGCCGCCGATTC
Ndel
Reverse - CAT GAT GGA TCC CTA ATC GTC TTG CAG GCT ATC
BamH1 Stop codon

O dominio GOLD da proteina TMED 1 humana foi amplificado a partir da CDS da
proteina TMED 1 e compreende os aminoacidos 24 a 130. Nesta construcdo, a regido N-
terminal contém uma cauda de hexa-histidinas e um sitio de TEV protease utilizado para a
clivagem. O produto da amplificagdo foi inserido em um vetor pET28a para a expressdo. O
sucesso do procedimento foi confirmado pelo sequenciamento de ambas as fitas de DNA em
um sequenciador de DNA automatizado, no Hemocentro de Ribeirdo Preto. A sequéncia CAT

GAT foi utilizada para facilitar a etapa de subclonagem.

2.1.2 Linhagens de Escherichia coli e protocolo de transformacéo

Para manutengéo e propagacao dos vetores plasmidiais, foi utilizada a linhagem de E.
coli DH5-a. A linhagem Origami'™ 2 (DE3) (Novagem) foi utilizada para expressdo das
proteinas recombinantes. Os vetores, com 0s respectivos insertos, foram transformados por
choque térmico nas cepas de E. coli quimicamente competentes em cloreto de calcio. Essas
bactérias foram cultivadas em meio LB sdélido contendo agar 1% e Canamicina 50 pg/mL e
Tetraciclina 12,5 pg/mL. As colénias transformantes em DH5-a foram inoculadas em 5 mL de
meio LB contendo 50 pg/mL de Canamicina e Tetraciclina 12,5 pg/mL, a 37°C sob agitacao
de 200 rpm. Apo6s 18 horas, 0 DNA foi extraido novamente com o Kit de Miniprep da Promega,
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System. As solugdes contendo os DNAs de

interesse foram armazenadas a -20°C.

2.1.3 Expressao heteréloga

As coldnias transformantes de Origami 2 (DE3) foram previamente inoculadas em 5
mL de meio LB (pré-inoculos), contendo Canamicina 50 pg/mL e Tetraciclina 12,5 pg/mL, por
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18 h sob agitacao de 200 rpm a 37 °C. Os pré-inoculos foram utilizados para propagacéo celular
em 1 L de meio LB contendo os antibiéticos Canamicina 50 pg/mL e Tetraciclina 12,5 pg/mL.
As células foram cultivadas nas mesmas condicOes até que se atingisse a densidade éptica (DO)
de 0,8 em 600 nm (aproximadamente 4 h). Apos testes de expressdo variando temperatura, a
temperatura foi reduzida para 18 °C e a expressdo proteica foi induzida adicionando-se
isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG) (Sigma Aldrich) a uma concentracao final de 0,5 mM. As
condic¢des foram mantidas por 18 h. Ao final da expressao, a cultura de células foi centrifugada
em uma centrifuga Sorvall RC6+ da ThermoScientific, rotor FIBERLite® F14-6x250y durante
10 minutos a 7000 x g. As células sedimentadas foram ressuspendidas em 20 mL de tampéo
PBS 1X (NaCl 0,137 M, KCI 0,0027 M, Na;HPO4 0,01 M, KH2PO4 0,0018 M, pH 7,4) + 0,5%
Triton X-100. A solucdo de células foi posteriormente estocada a -80°C ou utilizada na

sequéncia para o preparo do extrato protéico.

2.1.4 Purificacdo da Proteina Recombinante

A lise celular foi realizada com as aliquotas de 10 mL utilizando-se um sonicador
BRANSON Digital Sonifire®, Soni-tech, operando em uma amplitude de 15% por 20 minutos
(alternando 5 s de sonicacdo com intervalos de 10 s). As amostras foram mantidas em gelo
durante todo procedimento de descongelamento e lise celular. Na primeira etapa de purificacgéo,
as fracBes soltvel e insoltvel de cada amostra foram separadas por centrifugacdo a 4 °C,
20.000g por 20 min.

A etapa de purificacdo subsequente foi feita em cromatografia liquida de afinidade,
sendo a fase estacionaria constituida de 3 mL de resina Ni-NTA Agarose (Qiagen). O extrato
soluvel foi aplicado na coluna, previamente equilibrada com tampédo PBS 1X. Em seguida, a
coluna foi lavada com 20 mL de PBS 1X + Imidazol 20 mM, para eluicdo de eventuais
contaminantes com baixa afinidade pela matriz. A eluigdo da proteina foi feita em 10 mL de
tampado de eluicdo (PBS 1X + Imidazol 500 mM). Em seguida, a solu¢do contendo a proteina
foi concentrada em um tubo de centrifugagdo Amicon® Ultra-15 3000 MWCO (Millipore).

Quando necessaria a remoc¢do da cauda de histidina, a solugdo obtida apds a eluigcdo
em Ni-NTA foi quantificada e foi adicionado uma quantidade quatro vezes maior em massa de
TEV protease (mg/mg). A solucéo foi posteriormente submetida a dialise em tampé&o Dia (Tris

10 mM, pH 8,0 e NaCl 100 mM) por 16 h a 4 °C, sob leve agitacdo. Essas amostras foram
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recromatografadas em coluna de niquel, onde a TEV e a His-Tag ficaram retidas e, em seguida,
concentradas em Amicon® Ultra-15 3000 MWCO (Millipore).

O ultimo passo da purificacdo consistiu na cromatografia de Troca Iénica realizada no
equipamento AKTA purifier GE, utilizando-se a coluna de troca idnica Mono g 5/50 (GE
Healthcare), previamente equilibrada nos tampdes A (Tris 20 mM, pH 8 e NaCl 20 mM) e B
(Tris 20 mM, pH 8,0 e NaCl 500 mM).

2.1.5 Eletroforese em Condic¢des Desnaturantes

As aliguotas coletadas durante as etapas de purificacdo foram diluidas em tampéo da
amostra para SDS-PAGE, que contém em sua composicdo SDS, Tris, corante azul de
bromofenol e -mercaptoetanol, e posteriormente aquecidas a 98 °C por 5 min. A eletroforese
foi realizada em gel de Tricina 16% (SCHAGGER, 2006) a 200 V, utilizando-se um sistema
vertical da BioRad, Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell, até que o azul de
bromofenol atingisse o limite inferior do gel (cerca de 50 min). A coloracdo das bandas
proteicas foi realizada utilizando-se Coomassie Blue 0,2% (p/v) preparado em metanol 50%

(v/v) e &cido acético 10% (v/v).

2.1.6 Determinacdo da Concentracao Protéica

Utilizando-se o valor de absorcdo Optica medido em 280 nm no equipamento
NanoDrop 2000 da ThermoScientific foi calculada a concentracdo da proteina seguindo-se a lei
de Lambert-Beer. O coeficiente de extingdo molar teérico para a construgdo completa com a
cauda de histidinas e sitio de TEV (g) ¢ de 0,412 g/L ou 6085 M cm™ e com a clivagem

eficiente o coeficiente de extingiio molar tedrico () ¢ de 0,395 g/L ou 4595 Mt cm™. O célculo
de & foi feito pelo programa ProtParam tool, disponivel no servidor EXPASy (Expert Protein
Analysis System, http://web.expasy.org/protparam/), considerando a composic¢éo de residuos

de aminoacidos.
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2.2 ANALISE ESTRUTURAL E DE ESTABILIDADE

2.2.1 Dicroismo Circular

As mudancas conformacionais na estrutura secundaria foram analisadas por
espectroscopia de dicroismo circular (CD) na regido espectral do UV-distante (195-260 nm).
Os experimentos de CD foram realizados utilizando-se o equipamento Jasco J-810 CD
Spectrometer (Jasco Corporation, Japan) equipado com controlador de temperatura Peltier.
Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho éptico de 1 mm. Os parametros
experimentais foram: velocidade de varredura 100 nm.min!, passo de 1 nm, e tempo de resposta
de 0,5 s. O espectro final obtido é resultado da média entre 9 varreduras realizadas. O preparo
da amostra para a coleta de dados de CD envolveu primeiramente a dilui¢cdo da amostra proteica
concentrada em uma solucdo estoque de tampao 20 mM fosfato de sédio, pH 8.0. A diluigéo
foi de pelo menos 20 vezes, para uma concentracdo final de proteina de 0,15 mg/mL. A
deconvolucdo dos espectros obtidos foi realizada utilizando-se o programa BeStSel
(MICSONAII et al., 2018). Para mensurar a qualidade dos ajustes do espectro teérico obtido em
relagdo ao observado experimentalmente, foi utilizado o desvio quadratico médio normalizado
da estrutura secundaria (NRMSD, do inglés Normalized Root Mean Square Deviation) (0 <
NMRSD <1, onde 0 é o ajuste perfeito e 1 um ajuste insatisfatorio) (MAO; WACHTER,;
WALLACE, 1982).

Os estudos comparativos de CD da proteina com e sem a cauda de histidina foram
realizados no espectropolarimetro Jasco 815 (Jasco Corporation, Japan), que possui um modulo
Peltier acoplado para o controle de temperatura. Os espectros foram adquiridos a cada 0,5 nm
no intervalo de comprimento de onda de 200 a 260 nm (UV distante) utilizando cubetas de
quartzo de 1 mm, uma velocidade de varredura de 50 nm.min! e a temperatura variada entre
20 °C e 80 ° C (de 20 a 40°C e de 60 a 80 °C em intervalos de 10 °C e de 40 a 60°C em
intervalos de 2°C). Apds o aquecimento até 80 °C, o aparelho é programado para retornar até
20 °C e 0 processo é repetido a fim de se verificar a taxa de reversibilidade do processo. O
espectro resultante foi obtido a partir de 4 acumulacGes para melhorar a relagéo sinal/ruido.
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2.2.2 Calorimetria Diferencial de Varredura

Os experimentos foram realizados em colaboracdo com o Dr. Luis Guilherme Mansor
Basso em um equipamento MicroCalorimetro VP-DSC MicroCal (Microcal, Northampton,
MA, EUA) usando-se uma taxa de aquecimento de 1 °C/min. Os termogramas foram
registrados de 20 a 95 °C, a uma pressdo controlada de 1,6 atm e taxa de varredura de 60 °C e
de 90 °C. As linhas de base do tampdo foram registradas antes dos experimentos de
desenovelamento da proteina para registrar a historia térmica no calorimetro.

A reversibilidade da transi¢cdo do desenovelamento proteico foi investigada por meio
da coleta de varreduras de aquecimento consecutivas. Todos 0s experimentos foram repetidos

pelo menos duas vezes. A taxa de reversibilidade (%) é dada por:

Hy,

AH,

% Reversibilidade =

onde AH; e AH,, sdo as variagdes de entalpia da primeira e n a segunda (ou terceira) leitura,

respectivamente.

Com o objetivo de melhor compreender o estado oligomérico da proteina, foram
realizados experimentos com a proteina eluida da cromatografia de troca i6nica e apos a dialise
de 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 + 20 mM de NaCl e em 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 + 300 mM de
NaCl. A entalpia de van’t Hoff (AHvn) foi calculada como:

AHyn = 4R(Tmax)2Cp, max /AHcal

onde R é a constante universal dos gases (1.987 cal K2 mol™), Tmax (= Twm) € a temperatura
absoluta, Cpmax € 0 valor maximo do excesso de capacidade de calor, e AHca € @ mudanca de
entalpia calorimétrica, calculada como a area abaixo do pico (MICHELETTO et al., 2017). A
concentracdo das proteinas variou entre 2 e 4 mg/mL. A manipulacdo e anélise dos
termogramas, que envolvem a subtracéo da resposta calorimétrica do tampéo, correcdo da linha

de base e a deconvolugéo dos dados, foram realizadas usando-se o software Microcal Origin.
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2.2.3 Medidas de Fluorescéncia da Tirosina

A influéncia do agente caotropico ureia na estrutura terciaria da proteina foi
monitorada através da técnica de fluorescéncia em estado estacionario no equipamento Hitachi
F-7000, equipado com W xenon arc lamp. Os estudos de desenovelamento quimico foram feitos
com uma concentracao proteica fixa de 0,2 mg/mL titulando-se ureia entre as concentracdes de
0 e 8 M, com variacdo em passos de 0,3 M entre 0 até 3,9 M, mais as medidas utilizando as
concentracdes de 5 M, 6 M e 7 M de ureia. Um periodo de incubacgéo overnight a 4 °C foi
realizado para cada condi¢do medida. As medidas foram feitas a 25 °C com as amostras termo
estabilizadas a temperatura ambiente.

Devido a inexisténcia de triptofanos na estrutura primaria, a excitacao foi realizada
nos residuos de tirosina e o correspondente comprimento de onda foi assim fixado em 260 nm.
Os dados de emisséo foram coletados entre os comprimentos de onda 280 e 400 nm, com janelas
de excitacdo e de emissdo dos monocromadores fixados em 5 nm e velocidade de escaneamento
de 240 nm/min. Os dados foram posteriormente tratados utilizando-se 0 método de Savitzky-

golay com polinédmio de ordem 2.

2.2.4 Cromatografia de Exclusdo Molecular Acoplada a Espalhamento de Luz em

Multiplos Angulos

A cromatografia de exclusdo por tamanho acoplada aos estudos de espalhamento de
luz em multiplos angulos (SEC-MALS) do dominio GOLD da proteina TMED 1 foi realizada
em um equipamento de disperséo de luz multiangular miniDAWN TREOS com detectores em
trés angulos (43,6°, 90° e 136,4°) e um laser de 659 nm (Wyatt Technology, CA). O modulo de
difusdo dindmica da luz AWyatt QELS para determinagdo do raio hidrodindmico e um
refratdmetro Optilab T-rEX (Wyatt Technology) foram usados em sequéncia com uma coluna
analitica de cromatografia de exclusdo por tamanho (Superdex 75, GE Healthcare). A Albumina
de Soro Bovino (BSA) foi usada como amostra controle. Antes de qualquer medicéo, as
amostras foram centrifugadas a 10.000g por 10 minutos a 4 °C. O dominio GOLD da proteina
foi eluido em uma solugéo de Tris HCI 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0 com uma taxa de fluxo

de 0,5 mL/min. A coleta de dados e as analises SEC-MALS foram realizadas com o software
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ASTRA 6.1 (Wyatt Technology). O indice de refracdo e a viscosidade do solvente foram
definidos como 1,331 e 0,890 cP, respectivamente. O valor dn/dc (incremento do indice de
refracdo) para todas as amostras foi definido como 0,1850 mL/g (um valor padrdo para
proteinas) (AMARTELY et al., 2018).

2.2.5 Ensaios de oligomerizacdo em coluna de exclusdo molecular

Para avaliar o estado oligomérico do dominio GOLD da proteina TMED 1 foram
realizados ensaios no equipamento AKTA purifier GE, em coluna de exclusdo molecular
Superdex 75 10/300 (GE Healthcare) com variacdo na concentracdo de NaCl na solucdo. Para
este experimento a coluna foi calibrada utilizando-se kits comerciais de gel filtracdo de baixa
massa molecular (Gel Filtration Calibration Kits, GE Healthcare). As proteinas utilizadas como
padrdo foram: Albumina (66 kDa), Ovoalbumina (44 kDa), Anidrase Carbonica (29 kDa), Acyl-
CoA Binding Protein (ACBP) (~ 10 kDa) (NEESS et al., 2015). Os tampdes foram preparados
a uma concentracao fixa de 20 mM Tris-Hcl, pH 8 + NaCl (variando-se a concentracéo de NaCl
em: 20, 50, 100, 200, 300, 400 e 500mM). Para se determinar qual o volume de exclusdo
molecular da coluna (Vo) foi utilizado o Blue Dextran. A massa molecular (MM) para cada
proteina foi calculada a partir da curva de calibracéo Ky x log (MM), sendo:

__ (Ve—-Vo)
P™ (vt-vo)

onde Ve € 0 volume de eluicdo de cada proteina e V¢ 0 volume total da coluna (24mL). Para este
ensaio, o volume aplicado de cada amostra e do dominio GOLD da proteina TMED 1 foi de

100 pL em um fluxo de 0,5 mL/min e a absorbancia foi monitorada em 280 nm.

2.2.6  Fluorimetria Diferencial de Varredura

A estabilidade térmica da proteina foi também avaliada por Fluorimetria Diferencial

de Varredura (DSF). Os ensaios foram realizados utilizando-se um equipamento RT-PCR
Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), em uma placa de PCR de 96 pocos
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(Bio-Rad) e selada com fita de vedacdo de qualidade “PCR flat cap strips" - Flat 8-cap strips
(Bio-Rad). Neste ensaio, a temperatura é elevada de 25 até 95 °C a uma taxa de 1 °C/minuto.
O aumento gradual da temperatura forca o desenovelamento da proteina, expondo seu interior
hidrofobico e cujo processo é monitorado pela variagdo da florescéncia da sonda extrinseca
SYPRO™ Orange (Invitrogen) (492/610 nm), que foi adicionada as solugBes de proteina
imediatamente antes do uso na concentracdo de 5X. A temperatura do ponto médio de transi¢céo
é chamada temperatura de desenovelamento (Twm), que é uma temperatura média de transicéo
entre os estados enovelado e desenovelado. O valor de Tm em um modelo cléssico de dois
estados foi obtido como a temperatura da intensidade méxima na derivada de primeira ordem
da intensidade de fluorescéncia da laranja SYPRO™ Orange em fungdo da temperatura
(ERICSSON et al., 2006; BOIVIN; KOZAK; MEIJERS, 2013).

Os ensaios foram realizados variando-se o pH da solucdo de 2 até 10 através do uso
dos seguintes agentes tamponantes: 50 mM de glicina HCI (pH 2,0-3,0), 50 mM de acetato de
sodio/acido acético (pH 4,0), 50 mM de fosfato de sodio (pH 5,0-8,0), e 50 mM de glicina
NaOH (pH 9,0 e 10,0). A concentragdo protéica do estoque foi de 8 mg/mL e uma diluicéo de
20 vezes em cada tampado foi utilizada. A fim de se verificar a influéncia do sal na estabilidade
proteica, foi realizada uma segunda rodada de experimentos seguindo-se 0 preparo acima na
presenca de 50 mM de NaCl. As amostras foram previamente incubadas por 10 minutos em
temperatura ambiente antes da coleta de dados. Todos os experimentos com DSF foram

realizados em triplicata.

2.2.7 Cristalizacéo, coleta de dados e resolucdo de estrutura

Os experimentos de cristalizacao foram realizados em colaboracdo com o Laboratério
de Cristalografia de Proteinas (LCP USP-RP), sob supervisdo da Prof.(a) Dr.(a) Maria Cristina
Nonato, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto. A técnica utilizada foi a de
difuséo de vapor pelo método de gota sentada, utilizando-se a concentracdo de proteina de 10
mg/mL, a 21 °C. As gotas foram preparadas pela mistura de 1 pL de solucéo de proteinae 1 puL
da solucéo do reservatorio (que continha 500 microlitros). Os experimentos foram realizados
por triagem dos Kits comerciais: Crystal Screen 1 e 2 (Hampton Research). Os cristais do
dominio GOLD da proteina TMED 1 humana foram obtidos na presenca de 0,1 M de acetato
de sddio tri-hidratado pH 4,6 + 8% p/v PEG 4000 (Crystal Screen 1 # 37, Hampton Research)



35

e comegaram a aparecer apos aproximadamente 14 dias de incubag¢do. Uma vez obtidos os
cristais, eles foram embebidos em uma solucdo crioprotetora (acetato de sodio pH 4,5; 30% de
2-Metil-2,4-pentanediol (MPD) e PEG 4000), colhidos com algas criogénicas e resfriados
instantaneamente em nitrogénio liquido. O conjunto de dados foi coletado a 100 K na instalacéo
sincrotron PROXIMA 1 em SOLEIL, Franga, usando-se um detector EIGER-X 16M (Dectris,
Baden, Suica) a 3.600 quadros com uma etapa de oscilacdo de 0,1° e foram coletados usando-
se um tempo de exposicdo de 0,1 s por imagem com uma distancia cristal-detector de 224 mm.
As imagens de difracdo de raios-X foram processadas e escalonadas com o pacote XDS
(KABSCH et al., 2010) e AIMLESS (WINN et al., 2011). A estrutura do dominio GOLD da
proteina TMED 1 humana foi resolvida pela técnica de substituicdo molecular implementada
no programa MOLREP (VAGIN; TEPLYAKOV, 2010), contido no CCP4 (KABSCH et al.,
2010) e usando-se as coordenadas do dominio GOLD da TMED 5 (p242) de camundongo
(PDB: 5GU5) como modelo. A reconstrucdo automatizada do modelo foi realizada usando-se
0 programa Buccaneer (COWTAN, 2006), refinada com o programa REFMACS5
(MURSHUDOQV et al., 2011) e interceptado com inspecdo manual de mapas e construcdo de
modelos usando o Coot (EMSLEY et al., 2010). A qualidade do modelo foi verificada usando-
se MOLPROBITY (CHEN et al., 2010). As figuras foram preparadas em CCP4MG
(MCNICHOLAS et al., 2011).

Os residuos no arquivo PDB foram numerados considerando-se todos 0s aminoacidos
ndo nativos presentes na regido N-terminal provenientes do vetor de expressdo pET28a. A
sequéncia de aminoacidos é representada a seguir e essa numeracdo também € a utilizada nesta

dissertacéo.

>Dominio GOLD da proteina TMED 1 com os aminoacidos ndo nativos no N-
terminal (sublinhado):

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMENLYFQGAGPPPIQDGEFTFLLPAGRKQC
FYQSAPANASLETEYQVIGGAGLDVDFTLESPQGVLLVSESRKADGVHTV
EPTEAGDYKLCFDNSFSTISEKLVFFELIFDSLQD

2.2.8 Simulagdes de dindmica molecular

As simulag6es de dindmica molecular foram realizadas em colaboragdo com a Dr.(a)

Mariana Batista Bunoro. As coordenadas iniciais para 0 monémero do dominio GOLD da
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proteina TMED 1 e para dimero usadas nas simulagdes foram obtidas a partir da estrutura
cristalografica aqui relatada, resolvida e refinada para resolucdo de 1,7 A. Uma camada de
solvatacdo de pelo menos 15 A foi criada usando-se PACKMOL (MARTINEZ; MARTINEZ,
2003; MARTINEZ et al., 2009) e ions Sédio e Cloro adicionados em uma concentragio
proxima a 0,15 mol L para tornar o sistema eletricamente neutro. Todas as simulagdes foram
realizadas utilizando-se o software NAMD (PHILLIPS et al., 2005) com condicdes de contorno
periddicas. Para a proteina, o campo de forca CHARMM36 (MACKERELL et al., 1998) foi
utilizado, enquanto que o modelo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983) foi utilizado para
descrever as moléculas de dgua. Um raio de corte de 12 A foi usado para as interac@es de van
der Waals, enquanto as forcas eletrostaticas foram calculados com o método PME (Particle
Mesh Ewald) (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993). As simulacdes foram realizadas a
298,15 K e 1 atm, com intervalo de integracdo (timestep) de 2 fs. A temperatura foi mantida
constante usando-se a dindmica de Langevin com um coeficiente de fricgdo de 10 ps?. O
algoritmo Nose-Hoover foi usado para o controle de pressao, com um periodo de oscilagdo do
pistdo de 200 fs e taxa de decaimento de 100 fs. LigacOes covalentes envolvendo atomos de
hidrogénio na proteina foram restringidas as suas distancias de equilibrio usando-se o algoritmo
SHAKE, enquanto que o algoritmo SETTLE (MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992) foi usado para
agua. As estruturas solvatadas foram submetidas as seguintes etapas de minimizacdo e
equilibracdo: 1) 1.000 CG (conjudate gradient) etapas de minimizacdo de energia e 200 ps de
dindmica mantendo a posicdo de todos os residuos fixos. 2) 500 etapas de minimizacéo de
energia CG e 200 ps MD mantendo todos os carbonos Ca fixos. 3) 2 ns de dindmica com todo
0 sistema em movimento. A partir dos sistemas equilibrados, foram realizadas 3 simulacGes

independentes de 100 ns cada sistema.

2.2.9 Calculo de energia livre

O calculo da energia livre de ligacdo, AGuind, €ntre 0 monémero A e o mondmero B
para formar um complexo dimérico foi realizado usando-se 0 metodo MM/PBSA (Molecular
Mechanics-Poisson Boltzmann Surface Area) (KOLLMAN et al., 2000; SWANSON;
HENCHMAN; MCCAMMON, 2004) conforme implementado no software AMBER18 (CASE
etal., 2018). No método MM/PBSA, a energia livre de dimerizagdo (AGning) € calculada como:
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AGyind = AEmm + AGpol + AGnp - TAS

onde AEmm, Agpol, AGnp representam a variagao de energia mecanica molecular na fase gasosa,
a contribuicdo polar e a contribuicdo ndo polar para a energia livre de solvatagéo,
respectivamente. No método MM/PBSA, o termo de solvatacao polar foi calculado resolvendo-
se a equacdo de Poisson-Boltzmann (PB) linearizada e o termo n&o polar foi determinado com
base na area superficial acessivel ao solvente (Surface accessible surface area SASA). O termo
TAS representa a entropia conformacional, que pode ser estimada por andlise de modos
normais. Todas as anélises de MM/PBSA foram realizadas usando-se o script em phyton
MMPBSA.py (MILLER et al., 2012) do pacote AmberTools18 (KOLLMAN et al., 2000). Os
calculos foram realizados utilizando-se 600 snapshots extraidos das simulacdes de dinamica
molecular (200 snapshots para cada simulacéo). A concentracdo molar de sal foi ajustada para
0,1 M.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DO DOMINIO GOLD DA PROTEINA TMED 1

A sequéncia codificante do dominio GOLD da proteina TMED 1 foi clonado
anteriormente pelo Dr. Luis Felipe Santos Mendes. A expressdo e purificacdo do dominio
GOLD da proteina TMED 1 foi efetuada conforme descrito na se¢do 2.1. Embora existam
trabalhos na literatura que descrevem o dominio GOLD de alguns membros das TMED, como
TMED 2 e TMED 10 (NAGAE et al., 2016) e TMED 5 (NAGAE et al., 2017), ndo existe
nenhum trabalho publicado envolvendo o dominio GOLD de uma TMED 1.

Inicialmente, estabelecemos um protocolo de expressédo proteica utilizando a linhagem
E. coli Roseta (DE3), entretanto o rendimento foi considerado baixo (1 mg para cada dois litros
de expressdo). O baixo rendimento foi identificado inicialmente como sendo devido a presenca
de uma ligagdo dissulfeto na estrutura do dominio GOLD que ndo era corretamente catalisada
pela bactéria, provocando problemas de enovelamento que levavam a agregacao e explicando
a forte presenca dessa proteina em corpos de incluséo.

E possivel fazer uma correlagdo entre a presenca de um ligagdo dissulfeto com funcéo
estrutural e a presenca de cisteinas altamente conservadas, como ocorre com 0s membros das
TMEDs (NAGAE et al., 2016, 2017). A presenca desse tipo de ligacdo reduz o namero de
conformac0es possiveis da proteina adotar em solucdo, o que resulta em uma menor entropia e
maior termoestabilidade (T. ZHANG, E. BERTELSEN; ALBER, 1994). NAGAE e
colaboradores (NAGAE et al., 2016, 2017), a partir da estrutura cristalografica, relataram que
as cisteinas presentes nas TMEDs possuem uma funcdo estrutural, sendo importante para o
correto enovelamento e estabilidade do dominio protéico.

A fim de se melhorar o protocolo inicial e de se obter um maior rendimento de proteina
por litro de expressédo bacteriana, foram testados protocolos de refolding, mas que se mostraram
pouco eficazes. De forma a se otimizar a formacdo da ligagéo dissulfeto presente teoricamente
no dominio GOLD e que sugerimos ser o problema que levava ao baixo rendimento na
producéo em E. coli Roseta (DE3), adquirimos a linhagem E. coli Origami 2 (DE3) e um novo
protocolo de purificacdo foi estabelecido (se¢do 2.1). Com essa nova cepa e o protocolo final
otimizados, solucionamos os problemas, obtendo o rendimento adequado. O rendimento final
aumentou cerca de 10 vezes quando comparado com o protocolo anterior utilizando a linhagem

Roseta. Na Figura 4 podemos observar que o dominio GOLD da proteina TMED 1 é uma
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proteina predominantemente soltvel (Figura 4 - Coluna 3) e, ao final do processo de
purificacdo por afinidade, foi possivel obtermos uma solucao protéica com pureza (Figura 4 -
Coluna 7), que € essencial para os estudos subsequentes. Por meio do padrdo de migragédo da
proteina, é observado que ela apresenta uma massa molecular aparente entre 11 e 17 kDa, que
é condizente com os 14,7 kDa calculados teoricamente pelo programa ProtParam quando

acrescidos dos 2 kDa da cauda de histidina e do sitio de TEV.

63 kda
48 kda

35 kda
25 kda

20 kda
17 kda

11 kda

Figura 4: Resultado da purificagdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 visualizado por eletroforese em gel
de poliacrilamida de Tricina 16%. Coluna 1 - marcador de massa molecular. Coluna 2 - Pellet. Coluna 3 -
Sobrenadante. Coluna 4 - Fragéo ndo ligada (coluna de Niguel 20 mM de Imidazol). Coluna 5 - Elui¢do em tampéao
(500 mM de Imidazol). Coluna 6 - P6s-diélise de 16 h, eluicdo em tampé&o 50 mM de Imidazol. Coluna 7 — Proteina
purificada em sistema AKTA Prime Mono ¢ 5/50 GL. A banda de proteina utilizada esta destacada no retangulo
de cor vermelha. Fonte: elaborada pela autora.

De forma a aumentar a purificacdo proteica para niveis exigidos nos estudos
espectroscopicos e de cristalografia, a solucdo foi posteriormente submetida a uma
cromatografia liquida em uma matriz aniénica. No perfil de eluicdo, é verificado um pico
intenso e fino, o0 que sugere um alto grau de pureza (Figura 5). O sucesso da purificacdo final
foi confirmado também por SDS-PAGE (Figura 4 - Coluna 7).
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Figura 5: Perfil de eluicdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 na coluna Mono g 5/50 equilibrada com tampéo
20mM de Tris (pH 8) e 20mM de NaCl. Fonte: elaborada pela autora.

3.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO DOMINIO GOLD DA PROTEINA 1 EM
SOLUCAO

3.2.1 Avaliacéo da estrutura secundaria

A espectroscopia de CD foi utilizada para analisar o conteido de estrutura secundaria
do dominio GOLD da proteina TMED 1 em solu¢do. O dado de CD mostra que a proteina ndo
exibe minimos na regido de 208 nm e 222 nm, indicativo de alfa hélice, mas exibe um pico
negativo na regido de 216 nm e um pico positivo em torno de 200 nm. Esse perfil de absorcéo
sugere uma presenca predominante de estruturas secundarias do tipo p (Figura 6).
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Figura 6: Perfil da estrutura secundaria monitorada por CD em tampéo fosfato 10 mM de Tris (pH 8). Fonte:
elaborada pela autora.

De forma a termos uma andalise mais quantitativa do dado de CD, foi realizada a
deconvolucdo do espectro (Figura 6). A deconvolucdo dos dados de CD é valiosa para
proteinas sem estrutura tridimensional resolvida e para se verificar a conservacdo da estrutura
em solugdo. A ferramenta escolhida para tal foi a g-Structure Selection (BeStSel) que se destina
melhor a este tipo de analise em discusséo, ao levar em conta a heterogeneidade das estruturas-
B (MICSONAI et al., 2018). Na Figura 7, observamos a reconstrucao teorica a partir dos dados

experimentais e assim foi possivel estimarmos a composi¢éo da estrutura secundaria.
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Figura 7: Andlise de Dicroismo circular do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana em solucdo (preto)
usando-se 0 espectro reconstruido teoricamente pelo programa BeStSel (vermelho). Fonte: elaborada pela autora.

A Tabela 2 mostra a quantificacdo de cada elemento da estrutura secundaria que é
previsto para 0 Dominio GOLD da proteina TMED 1 em solu¢do por meio do servidor online
BeStSel (MICSONAI et al., 2018). A quantificacdo revela que a proteina possui uma
composicéo de estrutura secundaria formada por 44,0% de folhas antiparalelas, 11,1% de voltas
(do inglés turn), 6,1% de a-hélices e 38,8% de outras estruturas. O baixo valor de RMSD
(0.0217) comprova a alta qualidade da deconvolucdo dos dados, algo ja facilmente detectado
visualmente na Figura 7. Além disso, os dados de cristalografia que ainda serdo apresentados
nesta dissertacdo indicam que o contetdo de estrutura secundaria estimado em solugdo por CD

e a estrutura obtida por raios-X estdo em excelente acordo.

Tabela 2: Deconvolucédo dos espectros de CD utilizando o servidor online BeStSel. Fonte: elaborada pela autora.

Dominio GOLD da proteina TMED 1 humana

a - hélices Folhas (- Folhas f3- Voltas Outros RMSD
Antiparalelas Paralelas
6,1 % 44,0 % 0 11,1% 38,8 % 0,0217
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3.2.2 Estudos de desenovelamento quimico induzido com ureia

De forma a avaliarmos a estabilidade estrutural do dominio GOLD em solucdo e na
presenca de agentes externos de perturbacdo, foram realizados diversos estudos
termodindmicos de desenovelamento protéico. Os espectros de CD no UV distante com o
aumento da concentracdo de ureia sdo exibidos na Figura 8A.

A variacdo na estrutura secundaria do dominio GOLD da proteina TMED 1 foi
monitorada pela variacdo da intensidade de CD em 222 nm (Figura 8B), mostrando um
aumento gradual na intensidade com a adi¢do de ureia, o que indica a perda da estrutura
secundéria da proteina. Embora os valores de intensidade de CD em 222 nm sejam tipicamente
associados a estruturas helicoidais, esses valores foram aqui utilizados devido a limitagédo
experimental de se medir dados no UV distante em altas concentracdes de ureia e de proteina
(que no caso foi de 0,15 mg/mL de proteina devido a baixa absorcéo das ligacGes peptidicas
nessa regido quando estruturadas em arranjos do tipo ). O ponto médio da transi¢do ocorre em
aproximadamente 2,8 M. Com 0 aumento na concentracao de ureia para valores maiores que 4
M, a estrutura é completamente desenovelada e a intensidade em 222 nm se mantém constante
até o fim da titulacdo. A transicédo entre os estados enovelado e desenovelado ocorre de maneira

cooperativa e sem a presenca aparente de intermediarios de desenovelamento.
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Figura 8: Monitoramento da estrutura secundaria por CD no desenovelamento quimico. A) Dados de CD no UV-
distante do dominio GOLD da proteina TMED 1 com o aumento da concentragdo de uréia. A seta indica o sentido
do aumento na concentracdo de uréia. B) Elipticidade (mdeg) em 222 nm em fungdo da concentracdo de uréia.
Fonte: elaborada pela autora.
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Outra maneira de se monitorar a desnaturacdo quimica é avaliando a variacdo da
fluorescéncia intrinseca da tirosina na presenca de ureia. O dominio GOLD da proteina TMED
1 ndo possui triptofanos (Trp), mas possui trés tirosinas (Tyr). A tirosina livre em agua possui
um méaximo de absor¢do em 275 nm e um méaximo de emissao em torno de 305 nm.

Com a titulacdo da ureia, podemos observar (Figura 9A) que ocorre um decréscimo
na intensidade dos espectros de fluorescéncia a0 aumentarmos a concentracdo de ureia, que
pode se dever a alteracdo da viscosidade do meio, acarretando uma mudanca do rendimento
quéntico da fluorescéncia da Tyr. Podemos inferir que as Tyr estdo mais expostas ao solvente,
ja que se observa um ponto maximo de emissdo em ~308 nm. N&o sdo observados
deslocamentos aparentes no comprimento de maxima emissao.

Conforme a variacdo do comprimento de onda de maxima emissdo em funcdo da
concentracdo da ureia (Figura 9B), podemos observar que o ponto médio da transicdo ocorreu
na concentracdo de 1,2 M uréia. As Tyr foram expostas rapidamente ao solvente, indicando
uma menor estabilidade na desnaturacdo quimica. E nas concentragdes mais altas (> 3 M de
uréia) a intensidade maxima de fluorescéncia permaneceu constante até 7 M. A curva apresenta

um aspecto sigmoidal indicando um comportamento cooperativo.
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Figura 9: Desnaturacdo quimica do dominio GOLD da proteina TMED 1 avaliada pela fluorescéncia estatica da
tirosina. A) Espectro de emissdo da tirosina de acordo com a varia¢do da concentracdo da ureia. A seta indica o
aumento na concentracdo de uréia. B) Variacdo do comprimento de onda de méaxima emissdo em funcdo da
concentracdo da ureia. Fonte: elaborada pela autora.
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3.2.3 Estudos de desenovelamento térmico

De forma a ampliar os estudos sobre 0 comportamento estrutural do dominio GOLD
da proteina TMED 1 em solugdo, foi analisado 0 comportamento termotropico utilizando-se
calorimetria diferencial de varredura (DSC) (Figura 10). Os experimentos de DSC sé&o
realizados isobaricamente e a integracéo da curva de calor especifico vs. a temperatura fornece
a variacdo de entalpia calorimétrica da transicdo (BASSO, 2014).

Os termogramas de DSC do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana obtidos
com uma taxa de varredura de 60 °C/hora e 1,6 atm foram selecionados para as andlises. Para
isto, ndo foi considerada a agregacdo exotérmica e nem as regides com precipitacdo da linha de
base pds-transi¢do e nem o inicio da linha de base da pré-transi¢do. Portanto, a parte efetiva do
termograma é correspondente a faixa de temperatura de 30 a 95 °C como mostrado na Figura
10, onde se vé& um pico de transicdo em torno de 60 °C. O valor de Ty, elevado indica que o

dominio GOLD da proteina TMED 1 é termicamente estavel.
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Figura 10: Andlises de estabilidade térmica por calorimetria diferencial de varredura do dominio GOLD da
proteina TMED 1. A linha em preto indica o termograma ap6s a subtracdo da linha de base e a linha em vermelho
representa a curva tedrica com o melhor ajuste dos dados do termograma. A transicdo do desenovelamento foi
ajustada a um modelo de ndo-dois-estados entre os estados enovelado e desenovelado.
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A entalpia calorimétrica (AH,,;) foi calculada integrando-se a curva de Cp, de varredura
de 60 °C/hora (AH,,; de 32 kcal/mol e 26 kcal/mol), conforme apresentado na Tabela 3. Em
sequida, foi realizado o ajuste linear (fitting) de van’t Hoff ¢ a entalpia de van’t Hoff (AHyy)
foi determinada para cada varredura (Tabela 3). A razdo entre a entalpia de van’t Hoff e a
entalpia calorimétrica (K = AHyy/AH,,;) foi determinada para cada varredura. A razdo entre
as mudancas de entalpia calorimétrica e de van’t Hoff sugerem que o desenovelamento ndo
seguindo um modelo classico de 2 estados, mas envolvendo intermediarios. O valor da razdo
entre essas variaches na entalpia é de aproximadamente 2, o que poderia sugerir uma
dissociacdo do dimero através de uma via de desenovelamento de dimeros para mondmeros. Os
dados de DSC, embora coletados em uma condic¢do de alto teor de sal, sugerem, assim, a
existéncia de um dimero. Importante ressaltar que, independentemente do modelo utilizado, as
analises foram realizadas a partir dos dados experimentais e que os valores tedricos obtidos de

AHy e de AH,,; estdo de acordo com os valores experimentais observados na Tabela 3.

Tabela 3: Pardmetros termodinadmicos calculados a partir dos dados experimentais da desnaturacdo térmica do
dominio GOLD da proteina TMED 1 na concentracdo de 250 pM. Fonte: elaborada pela autora.

Experimentais Tedricos
Varredura AH T™m AT/, Twm AHyy AH ;o K
(°C/h) (kcal/mol) (°C) (°C) (°C) | (kcal/mol | (kcal/mol)
60 31,7 60,6 11,7 61,1 69 32 2,15
60 25,2 61,2 11,8 61,4 70 26 2,62

Quando a amostra foi submetida a uma segunda varredura de aquecimento
consecutiva, um pico de transicdo foi observado no termograma ainda em torno de 60 °C
(Figura 11). A razdo da mudanca de entalpia (Tabela 3), AH experimental, entre a primeira e
segunda varredura usada para estimar a reversibilidade entre o enovelamento e o
desenovelamento, resultou em cerca de 80%, indicando que a transicdo do dominio GOLD

apresenta reversibilidade parcial.
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Figura 11: Termogramas de DSC monitorando a reversibilidade térmica do dominio GOLD da proteina TMED 1
por meio do registro de varreduras de aquecimento consecutivas. A porcentagem na insercao € calculada com base
no valor AH de cada varredura em relacdo a primeira desnaturacdo térmica.

Ainda explorando a transicdo de desenovelamento térmico do dominio GOLD da
proteina TMED 1, usamos a técnica de Fluorimetria diferencial de varredura (DSF). Esta
técnica monitora o desenovelamento térmico de proteinas na presenca de um corante
fluorescente e geralmente é realizado usando-se um instrumento de PCR em tempo real. Os
corantes fluorescentes normalmente usados séo altamente fluorescentes em ambiente ndo polar,
como os locais hidrofobicos expostos pela proteina no inicio do processo de desenovelamento.
Em ambientes polares, tais como a solucdo aquosa, a intensidade de fluorescéncia tende a ser
significativamente mais baixa. Neste trabalho, o corante fluorescente utilizado foi o SYPRO™
Orange, cuja intensidade da fluorescéncia é representada em funcéo da temperatura. Isto gera
uma curva que pode ser descrita por uma transicdo de dois estados. O ponto de inflexdo da
curva de transigéo (Twm) é estimado como o0 maximo de sua primeira derivada. Foram realizados
ensaios de estabilidade térmica em funcdo da variacdo do pH indo de 2 a 10, na presenca e
auséncia de sal (NaCl).

Na auséncia de sal, o dominio GOLD da proteina TMED 1 apresentou dependéncia

sigmoidal do Tmem relacdo ao pH (Figura 12). Em pHs muito acidos (pHs 2, 3, 4), o valor de
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Twm se mostra elevado, entre 56 e 60 °C. Em pH neutro (7-8), o Tm decai para aproximadamente
48 °C e € ainda mais reduzido em pHs basicos. A razdo do comportamento incomum em pHs
muito acidos (pH < 4) ainda néo esta clara.

Na presenca de sal, a dependéncia do Tm com a variagdo do pH se altera
significativamente (Figura 12). Um aumento consideravel de Tm é observado em comparagéo
aos dados na auséncia de sal (Figura 12). Isso indica que a forca idnica do meio possui uma
importante contribuicdo na estabilidade estrutural desse dominio protéico. Também podemos
observar um plat6 aparente no intervalo de pH 5 ao 8 (Twm variando entre 70 e 72 °C), enquanto
nas extremidades &cidas e basicas ocorre uma queda significativa na estabilidade térmica.

Os valores de Twm observados no DSF sdo significativamente maiores do que o0s
observados no DSC em valores de pH proximos ao neutro. O DSF é um método indireto para
monitorar o desenovelamento e requer uma concentracdo muito menor da proteina. Portanto,
sugerimos que a estabilidade do dominio GOLD pode ser dependente da concentracdo devido
a uma provavel auto associacao/oligomerizacao. Este topico sera discutido com mais detalhes

adiante no texto.
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Figura 12: Estabilidade térmica do dominio GOLD da proteina TMED 1 em fun¢do do pH, com 8 mg/mL,
monitoradas pela fluorescéncia do SYPRO™ Orange medida por DSF. O Ty foi obtido a partir da primeira
derivada da fluorescéncia pela temperatura. Os valores de Tw para as solugdes com NaCl inferior a 1 mM e NaCl
50 mM sdo apresentados em preto e vermelho, respectivamente. A desnaturagdo foi realizada com variacao de pH
2-10. Fonte: elaborada pela autora.
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3.2.4 Estudos de cristalizagdo

A condicdo 37 do Crystal Screen TM Hampton com o dominio GOLD da proteina
TMED 1 resultou em cristais proteicos confirmados e difratados em alta resolucdo para a
determinacéo da estrutura (Figura 13). O conjunto de dados foi processado no grupo espacial
P622. A resolucdo alcancada foi de 1,7 A conforme a Tabela 4. As condigdes 40 e 41 do Index
também originaram cristais proteicos confirmados, no entanto com baixa resolucdo ou

anisotropia alta, ndo podendo ser utilizados para a determinacéo da estrutura.

Figura 13: Cristal obtido durante os estagios iniciais de triagem (condi¢do 37 Crystal Screen HR2 - 110 Hampton
Research). Fonte: elaborada pela autora.

Cada unidade assimétrica contém trés copias do dominio GOLD sem a presenca do
peptideo sinal, compreendendo os residuos Ala29 e Aspl35 da proteina TMED 1 humana
(UniProtkKB - Q13445). Na estrutura cristalografica, os residuos 29-32 e 132-135 foram
excluidos do modelo, pois a densidade eletronica ndo era identificavel. A estrutura final contém
trés cadeias polipeptidicas (A, B e C) (Anexo- Figura 1) e 94 sitios de solvente tratados como
oxigénio e agua. O refinamento final atingiu um Rwork de 21,2% e Rree de 23,6%. Os dados
cristalograficos envolvendo a coleta de dados, as estatisticas do refinamento e os parametros
estdo na Tabela 4. A estrutura cristalografica foi depositada no banco de dados Protein Data
Bank (PDB) sob o codigo de acesso 7K49 (Structure of the human TMED1 (p24gammal) Golgi

dynamics domain).
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Tabela 4: Dados cristalograficos e estatisticos para o conjunto de dados coletados

Coleta de dados

Linha de luz

Grupo espacial

Pardmetros de rede

a, b, c(A)

a, B,y (°)

Faixa de resolucéo (A)
CC-half

I/o(I)

Completeza (%)
Multiplicidade
Refinamento da estutura
Resolucéo (A)

Ne° de reflexdes Unicas

R work/R free

Namero total de &tomos
Fatores de temperatura (A2?)
R.m.s. desvios
Comprimentos de ligacao (A)

Angulos de ligag&o (°)

Ramachandran Plot

Favoraveis (%)

Permitidos (%)

Proxima 1 (SOLEIL)

P622

151.77, 151.77, 56.12

90, 90, 120

45.12 —1.70 (1.75 - 1.70)
1.00 (0.32)

19.5 (0.6)

99.8 % (99.7%)

39.7 (37.3)

1.70

42,147
0.212/0.236
2323

34.8

0.006

0.848

98.3%

1.7%




53

O dominio GOLD da proteina TMED 1 apresenta folhas B que também estao presentes
em outros dominios GOLD de proteinas TMED (NAGAE et al., 2016, 2017). As folhas P estdo
organizadas em dois conjuntos de quatro fitas que acabam por definir uma estrutura com um
lado concavo (fitas B2, B7, p4 ¢ B5) e um convexo (fitas p6, B3, B8 e B1) (Figura 14). Dois
residuos de cisteina, Cys50 e Cys111, formam uma ligagdo dissulfeto que faz a ligag&o entre as
cadeias B2 ¢ B7, indicando um papel estrutural no enovelamento do dominio GOLD da proteina
TMED 1. A ligacdo dissulfeto formada pelas duas cisteinas conservadas também é vista nas
estruturas cristalograficas dos dominios GOLD das proteinas TMED 2, 5 e 10 (NAGAE et al.,
2016, 2017). Embora a ligacdo dissulfeto esteja conservada, exposta a dgua e seja essencial para
0 enovelamento de proteinas, ainda ndo estd claro se ela poderia desempenhar outras

funcionalidades no transporte de proteinas.

Lado concavo Lado convexo

Figura 14: Anélises estruturais do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana. A) Representacdo da estrutura
cristalografica com uma superficie parcialmente transparente de ambos os lados concavo e convexo. Cada fita B
que compde a estrutura é rotulada sequencialmente. B) Representagdo da ligagéo dissulfeto formada por ambas as
cisteinas 50 e 111 conectando as fitas 2 e p7.

A presenca de uma pequena a hélice na regido C-terminal, foi observada na estrutura
do dominio GOLD da proteina TMED 5, submembro da mesma familia, e a sua provavel
importancia na organizacdo e manutenc¢édo da estrutura para que ocorra a formacéo de cristal foi
discutida (NAGAE et al., 2017). No entanto, em nosso trabalho, a cristalizag&o ocorreu mesmo
na auséncia desta curta hélice C-terminal (Figura 15). Interessante observar que a sobreposicao

estrutural entre C, do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana com o dominio GOLD da
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proteina TMED 5 de camundongo da espécie Mus musculus tem um RMSD de apenas 1,1 A
(Figura 15). A sobreposicéo do dominio GOLD da TMED 1 monomeérico com dominio GOLD
da TMED 2 e com o dominio GOLD da TMED 10 monomérica, usando o mesmo método,
resulta em um RMSD do C, de 1,20 e 1,64 A, respectivamente. Esses dados sugerem que o
dominio GOLD possui uma estrutura terciéria altamente conservada entre as subfamilias das
proteinas TMED.

Dominio GOLD da TMED 1

Figura 15: Superposicao das estruturas dos monémeros do dominio GOLD da proteina TMED 1 (vermelho escuro)
e do dominio GOLD da proteina TMED 5 (dourado) usando o método Gesamt/SSM, conforme implementado em
CCP4MG (MCNICHOLAS et al., 2011). A figura foi preparada usando Adobe Fireworks® CS6 e CCPAMG.

3.25 Formacéao de oligdmeros do dominio GOLD da proteina TMED 1

Existe uma extensa discussao sobre a oligomerizacao das proteinas TMEDs, tanto em
situacBes de homo quanto de heteroassociacdo. Foi observado, por exemplo, que os dominios
GOLD das proteinas TMED 2 e TMED 10 formam heterodimeros (NAGAE et al., 2016), que
foram sugeridos como receptor primario para a Arf1-GDP, uma pequena GTPase que esta
envolvida na formacéo das vesiculas COPI (CONTRERAS; ORTIZ-ZAPATER; ANIENTO,

2004). Através de abordagens bioquimicas, foi sugerido que as TMEDs formariam
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heterotetrameros compostos por um membro de cada subfamilia (MARZIOCH et al., 1999).
Mas em outros estudos foi visto que as TMEDs ocorrem principalmente na forma de
mondmeros e de dimeros, dependendo de sua localizacdo subcelular (JENNE et al., 2002;
STRATING et al., 2009).

Os estudos das proteinas TMEDs in vivo indicam a possibilidade que a oligomerizacao
seja conduzida pela regido coiled coil da proteina (CIUFO; BOYD, 2000; EMERY; ROJO;
GRUENBERG, 2000). As andlises da estrutura cristalografica do dominio GOLD da proteina
TMED 5 de camundongo sugerem a possibilidade da formacéo de dimero com base na interacdo
de um mondmero na unidade assimétrica com uma molécula relacionada pela operacdo de
simetria (x, x - y, -z +2/3) (NAGAE et al., 2017). Para este modelo, a estabilizacdo do dimero
se da por meio das fitas B1 e B2 de cada cadeia e, curiosamente, a hélice a da regido C-terminal
preenche o espago entre as duas fitas B2 (NAGAE et al., 2017). Mesmo com a hipotese da
formacdo de um dimero, ndo foram fornecidos dados em solucdo pelos autores. Em nossa
estrutura cristalografica, as trés cadeias do dominio GOLD da TMED 1 observadas na unidade
assimétrica (A, B, C) podem formar dimeros entre as cadeias A e C e entre a cadeia B e uma
molécula a ela relacionada pela operacdo de simetria (-y, -x, -z) (Figura 16). Além disso,
podemos observar que, para o dominio GOLD da proteina TMED 1, a interacédo entre a cadeias
¢ estabilizada pelas fitas 1 e B2 de cada mondmero, que estdo estruturalmente organizadas em

uma orientacdo antiparalela (Figura 16).
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Lado concavo Lado convexo

Figura 16: Representacdo estrutural, em cartoon, do dimero do dominio GOLD da TMED 1 observado na unidade
assimétrica. A dimerizacdo preserva os lados cdncavos e convexos observados na estrutura do mondmero. A figura
foi preparada usando-se Adobe Fireworks® CS6 e CCPAMG.

Apesar dos modelos de dimero de TMED 1 e TMED 5 envolverem as fitas B1 ¢ P2,
existe uma area de contato maior entre as fitas opostas na estrutura do dominio GOLD da
proteina TMED 1. As fitas B2 interagem diretamente umas com as outras, enquanto no dominio
GOLD da proteina TMED 5 elas estdo estruturalmente ligadas por meio da curta regido de
hélice a (NAGAE et al., 2017).

Os residuos responsaveis pela manutencdo da montagem do dimero do dominio GOLD
das proteinas TMED 1 e TMED 5 sao totalmente conservados entre esses dois membros da
subfamilia y. Entretanto, a sobreposicdo entre as formas diméricas observadas nos dois casos
leva a um RMSD dos C, de aproximadamente 13 A, indicando uma grande disparidade nas

suas oligomerizacao (Figura 17).
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Dominio GOLD da TMED 1

Figura 17: Sobreposicdo das estruturas do dimero do dominio GOLD da proteina TMED 1 (em vermelho) e do
dimero do dominio GOLD da proteina TMED 5 (em dourado). A figura foi preparada usando-se PyMOL.

Por outro lado, quando comparamos nossa estrutura com o dominio GOLD da TMED
10 (PDB: 5AZY), o valor RMSD dos C, diminui para aproximadamente 2 A, apesar da sua
baixa identidade sequencial. Portanto, com base na montagem dimérica conservada do dominio
GOLD da TMED 1 em comparacdo com TMED 10, € razoavel especular que a presenca da
regido de hélice o no dominio GOLD da TMED 5 esté de alguma forma influenciando como a
oligomerizagdo ocorre, uma vez que a hélice o curta estd ausente em ambas as constru¢des do
dominio GOLD da proteina TMED 1 e da TMED 10.

Conforme nossos estudos, o dominio GOLD da proteina TMED 1 pode formar
dimeros independentemente dos dominios restantes que estdo ausentes nesta construcdo e sem
ser necessario a presenca da estrutura a-helicoidal que foi predita como necesséria para a

cristalizagdo do dominio GOLD da proteina TMED 5.
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3.2.6  Estudos de simulacdo computacional e célculo de energia livre para avaliacdo do

provavel dimero

Para obtermos mais informag6es sobre o dimero do dominio GOLD da proteina TMED
1 proposto, a estrutura também foi analisada por simula¢des de dindmica molecular (DM). Para
avaliar a estabilidade das simulacGes para os modelos de monémero e dimero, os valores RMSD
para a cadeia principal da proteina inteira ao longo de todas as trajetérias foram calculados
usando a estrutura cristalografica como referéncia. O RMSD dos C, para 0 monémero e 0
dimero permaneceu relativamente baixo ao longo das simulagGes conforme se observa na
Figura 18. Embora o RMSD médio para 0 mondmero isolado indicasse maior flexibilidade em
comparagdo com os monémeros ao formar dimeros, este efeito foi provavelmente devido ao
aumento da flexibilidade da alga conectando B3 e B4 (residuos 68 a 75) e ndo refletiu qualquer
mudanga conformacional significativa ou desestabilizagdo estrutural (Figura 18A-B). Além
disso, a distancia do centro de massa (do inglés center of mass distance, COM) entre 0s
mondmeros foi monitorada durante as simulacdes (Figura 18C). Conforme mostrado pelo
RMSD e a distancia do centro de massa (COM), o dimero TMED 1 é muito estavel durante as

simula¢fes MD e permanece proximo a estrutura cristalografica inicial.
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Figura 18: (A) Valores de RMSD ao longo das trajetérias para os atomos da cadeia principal do monémero (curva
preta) e cada monémero do dimero (curvas vermelha e verde). (B) RMSD médio do C, em funcdo do nimero dos
residuos. (C) Distancia do centro de massa (COM) em funcéo do tempo para cada simulagdo de producéo.

A energia livre de ligacdo foi obtida realizando-se o calculo de MM/PBSA do dimero
do dominio GOLD da proteina TMED 1. A energia livre de ligagdo é composta por um termo
entalpico, com as contribuices da mecanica molecular e da solvatacdo e um termo entrépico,
que é responsavel pela diferenca nas entropias translacional, rotacional e vibracional. O dimero
do dominio GOLD da proteina TMED 1 é entalpicamente estabilizado por aproximadamente -
28 kcal/mol. Para sistemas com monémeros semelhantes, o termo entrdpico é pequeno quando
comparado com o termo entélpico (KOLLMAN et al., 2000; CAMPANERA; POUPLANA,
2010). Para obtermos uma imagem detalhada do mecanismo de dimerizagdo, o AGping fOI
decomposto por residuo (Figura 19). As contribuicdes mais significativas para a energia livre
de ligacdo vieram dos residuos Phe39, Thr40, Phe4l, Pro44, Arg47, Phe51, Tyr52, Aspl07 e
Lys122. Esses residuos estdo localizados na interface de dimerizacao e estabelecem interagdes

importantes para estabilizar o complexo.
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Figura 19: Contribuicéo por residuo para a energia livre de dimerizagao total do dimero do dominio GOLD da
proteina TMED 1 humana. Os residuos com AG < -1,5 kcal/mol foram marcados.

As cadeias laterais dos residuos carregados Asp36, Argd7, Asp107 e Lys122 de B1, B2,
B7 ¢ PBs formam ligacdes de hidrogénio intermoleculares (Figura 20). Outra ligacdo de
hidrogénio observada nas simulacdes envolve a cadeia principal de Tyr52 e a cadeia lateral de
GIn49 (Figura 20).

Lado Convexo Lado Concavo

Figura 20: Representacdo dos pares de ligac6es de hidrogénio intermoleculares (destacadas em linhas pontilhadas
pretas) que contribuem para a estabilizagdo do dimero. A figura foi preparada usando-se Adobe Fireworks® CS6
e VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
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Além das ligacGes de hidrogénio entre fitas, os residuos hidrofobicos localizados na
interface (Phe39, Thr40 e Phe51 - Figura 21) exibem uma diminuicdo de sua rea de solvente
acessivel a superficie (SASA) ap6s a dimerizagdo. As reducdes no valor de SASA de residuos
hidrofobicos favorecem a ligacdo dos mondmeros. A ocorréncia de interacdes n-n entre trés
pares aromaticos (Tyr52-Tyr52, Phe39-Phe51 e Phe51-Phe51) também foi observada ao longo
das simulacbes. Portanto, a dimerizacdo é favorecida por ligacbes de hidrogénio, interaces

hidrofobicas ¢ interagdes m- 7.

Figura 21: Posi¢do dos residuos hidrofdébicos e aromaticos na interface de ligagcdo do dominio GOLD da proteina
TMED 1 humana. Para simplificar, apenas um mondémero foi mostrado. A figura foi preparada usando-se Adobe
Fireworks® CS6 e VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996).

3.2.7 Estudos de oligomerizacdo em solucdo

Para determinarmos o estado oligomérico de TMED 1 em solucgdo, foram utilizadas
duas técnicas: cromatografia de exclusdo molecular e SEC-MALS. Uma vez que a estabilidade
do dominio GOLD é fortemente afetada pela concentracdo de NaCl em solucéo (Figura 12),
comegamos a analisar o estado oligomérico desta proteina com base no perfil de eluigdo na
cromatografia de exclusdo molecular em funcgéo da concentracdo de sal. O perfil de eluicdo de
cada amostra em uma ordem crescente de concentragcdo de NaCl é mostrado na Figura 22A.
Observa-se que cada pico € estreito e Unico, sugerindo a pureza e monodispersividade das

amostras. E possivel acompanhar o volume de elui¢io das amostras em func&o da concentragio
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de sal (Figura 22B). O perfil de eluicdo da proteina mudou de um pico centrado em um volume
de 13,5 mL em alta concentracdo de sal (Figura 22A), para volumes de eluicdo menores com
a diminuicdo na concentracdo de sal (Figura 22B). E importante enfatizar que a mudanca no
volume de eluicdo observada para o dominio GOLD da proteina TMED 1 em baixos niveis de
sal, especialmente na auséncia dele, ndo pode ser associada a uma interagdo ndo especifica com
a matriz Superdex 75. Se fosse este o caso, esperariamos maior retencdo da proteina na coluna,

levando a um maior volume de eluicdo do que aqueles com alta concentracdo de sal.
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Figura 22: Resultados de cromatografia liquida em coluna de exclusdo molecular. O comportamento
hidrodindmico do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana é avaliado com relagdo ao aumento da
concentracdo de NaCl. A) Resultados de coluna de exclusdo molecular para analisar a propensdo de
oligomerizacéo do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana de acordo com a concentragdo de sal em solug&o.
B) Volume de eluicdo do dominio versus o aumento da concentracdo de NaCl na solucdo. Fonte: elaborada pela
autora.

O perfil de eluicdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana foi comparado
com o de outras proteinas com a massa molecular ja conhecida, como descrito na Sessao 2.2.5,
e a curva de calibragéo foi obtida pela relacdo linear entre o coeficiente de particdo de cada uma

das proteinas usadas como referéncia e o logaritimo da massa molecular (Figura 23). A massa
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molecular aparente encontrada em solugdo para o dominio GOLD de TMED 1 em baixas

concentragOes de sal sugere uma estrutura quaternaria dimérica.

« Albumina

%

Ovoalbumin
.Anidrase

log[massa molecular (kDa)]
"

GOLD Carbonica
1.2-
ACBP"
0.1 0.2 0.3

Coeficiente de parti¢do

Figura 23: Regressdo linear da constante de particdo em funcéo do logaritmo da massa molecular, reconstruida
utilizando-se proteinas comerciais padrdes, na condi¢do de baixa for¢a idnica (20 mM de Tris-HCI, pH8 + 20 mM
de NaCl). O valor da constante de particdo obtida corresponde a aproximadamente 30 kDa, destaque em vermelho,
sugerindo uma organizagao quaternaria dimérica. Fonte: elaborada pela autora.

A técnica de SEC-MALS permite estimar a massa molar (MM) e o raio hidrodinamico
da proteina em solucdo sem a necessidade de usar proteinas globulares como padrbes
moleculares (SOME et al., 2019). O dominio GOLD da proteina TMED 1 foi analisado apds a
purificacdo. Os dados de SEC-MALS (Figura 24) mostram que a solu¢do protéica possui baixo
indice de polidispersividade e que o dominio GOLD apresenta uma massa molecular de 13,7
kDa. A massa molecular obtida sugere que o dominio GOLD da proteina TMED 1 humana, nas

condicGes experimentais utilizando méaxima concentracdo de NacCl, existe como um mondmero.
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Figura 24: Resultado de SEC-MALS: a oligomeriza¢do do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana, na
concentracdo de 2,15 mg/mL, foi analisada na condicdo de alta forca ibnica (20 mM de Tris-HCI, pH 8,0 + NaCl
500 mM). Fonte: elaborada pela autora.

A fim de aprofundarmos o entendimento sobre os efeitos da forga i6nica e da
concentracdo sobre a suposta dimerizacao, foram realizadas também analises de DSC em alta e
baixa concentracao de sal (300 mM e 20 mM de NaCl). Normalmente, a comparacédo entre a
variacdo de entalpia calorimétrica (AH.,;) € variagdo da entalpia de van’t Hoff (AHy ) fornece
informacdes valiosas para avaliar a existéncia do estado de intermediarios ou de oligdbmeros na
transicdo de um estado enovelado para um estado desenovelado da proteina (FREIRE, 1989).
Em um processo ideal de dois estados para o desenovelamento térmico de proteinas, 0 AHyy; é
calculado a partir do AH_,; obtido experimentalmente. Este comportamento foi visto em varios
estudos com pequenas proteinas globulares que tem um dominio Gnico (PRIVALQOV, 1979;
FREIRE, 1995). Se AH,,;/AHyy < 1, 0 processo de desenovelamento provavelmente envolve
a formacao de estados intermediarios (PRIVALOV PL, 1986; FREIRE, 1995). Por outro lado,
uma razdo AH.,/AHyy > 1, indica uma cooperacdo intermolecular, como é o caso da
oligomerizacdo (FREIRE, 1989; BITTAR et al., 2003). Neste caso, a proporcdo fornece a
unidade bésica de cooperatividade, ou seja, 0 nimero de moléculas que cooperam entre si na
transicdo do desenovelamento.

Os termogramas de DSC para o dominio GOLD da proteina TMED 1 em baixa e em

alta concentragéo de NaCl estdo mostrados na Figura 25. A relagdo entre AHvH e AHcal Varia
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entre 1,7 e 2,0 sugerindo a formacdo de dimero. Em alta forca iénica, ndo apenas o dominio
GOLD da proteina TMED 1 é mais estavel termicamente (Tm mais alto), mas também a
transicdo de desenovelamento é mais cooperativa, conforme mostrado pelo estreitamento do

pico (valores mais baixos da largura de linha na metade da altura, AT12).
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Figura 25: Termogramas do dominio GOLD da proteina TMED 1 em diferentes forgas idnicas. A) Forca idnica
baixa (20 mM de NaCl e 20 mM de Tris-HCI, pH 8) e B) Alta forca idnica (300 mM de NaCl e 20mM de Tris-
HCI, pH 8), com 205 uM e 130 uM de proteina respectivamente. Os termogramas corrigidos da linha de base
foram desconvoluidos com um modelo de ndo-dois-estados para o desenovelamento da proteina.

Este resultado sugere que o pico de DSC ndo se deva a um processo de
desenovelamento entre dois estados, mas sim a um que envolva, provavelmente, um
intermediario. Na verdade, um modelo de dois estados se ajusta mal as transicdes em

desenvolvimento, conforme mostra a Figura 26.
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Figura 26: Termogramas do dominio GOLD da proteina TMED 1 em diferentes forgas idnicas e ajustes baseados
em uma transi¢éo que seguiria um modelo de dois estados. A) Forca idnica baixa (20 mM de NaCl e 20 mM de
Tris-HCI, pH 8) e B) Alta forca i6nica (300 mM de NaCl e 20 mM de Tris-HCI, pH 8).

Curiosamente, a normalizacdo do termograma bruto correspondente a condi¢éo de alto
teor de sal da Figura 26B pela concentracdo de dimero, considerando-a a unidade cooperativa
de proteina, produz um processo de dois estados com AH.,;=AHyy de aproximadamente 67
kcal/mol (dados ndo mostrados) (JOHNSON et al., 1995). Vale ressaltar que, devido a questdes
de sensibilidade, as concentracGes de proteinas usadas nos experimentos de DSC (>100 pM)
sdo significativamente maiores do que as usadas nas andlises hidrodindmicas. Portanto, a
propensdo de dimerizacdo observada nos dados de DSC, em solucdes tampéo de baixa e alta
concentracdo de sal (Figuras 10, 25 e 26), é mais provavelmente devido a concentracdo de
proteina muito maior em comparacdo com aquelas usadas nas analises de coluna de exclusao
molecular (Figura 22). Tomados em conjunto, esses resultados indicam que o dominio GOLD
da proteina TMED 1 forma dimeros em solucdo de forma dependente do sal e da concentracdo
e que o dimero observado na estrutura cristalina é estavel e energeticamente favoravel, portanto,

provavelmente sendo a sua organizagao in vivo.

3.2.8 Proposta de modelo de ancoragem a COPs

Com base na posicao da hélice a estendida (localizada na regido flanqueadora)

observada na estrutura cristalina do dominio GOLD da proteina TMED 5, foi proposto que o

lado céncavo do dominio GOLD estaria voltado para a superficie da membrana no contexto da
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proteina de comprimento total (NAGAE et al., 2017). Nesta situacdo, o lado convexo estaria
orientado para a solugdo. Poderiamos esperar 0 mesmo comportamento para o dominio da
proteina TMED 1, uma vez que ambos pertencem a mesma subfamilia y e compartilham alta
identidade sequencial. Diferente da TMED 5, onde o dominio GOLD se mostra orientado para
o0 lado luminal dos compartimentos intermediarios, o dominio GOLD da TMED 1 e o dominio
GOLD da TMED 7 foram observados orientados para o citosol, uma caracteristica Unica dentro
da familia. TMED (CONNOLLY; O’NEIL; MCGETTRICK, 2013). Esta orientacdo é
necessaria para a ancoragem e secrecdo do receptor ST2 (CONNOLLY; O’NEIL;
MCGETTRICK, 2013).

A fim de expandir a discussao sobre a orientagdo do dominio GOLD em relacdo a
superficie da membrana, exploramos o potencial eletrostatico da superficie estrutural dos
dimeros formados pelo GOLD das proteinas TMED 1 e da TMED 5 (Figura 27). Uma
caracteristica conservada entre os dimeros propostos para tais proteinas é a grande superficie

carregada negativamente formada no lado convexo (Figura 27).



68

Dominio GOLD da proteina TMED 1

Lado convexo ‘T‘ Lado concavo

Dominio GOLD da proteina TMED 5

Figura 27: Potencial eletrostético de superficie das estruturas de dimero do dominio GOLD da proteina TMED 1
humana e do dominio GOLD da proteina TMED 5. A cor da superficie representa o potencial eletrostatico na
superficie da proteina, indo do azul (potencial de +0,5 V) ao vermelho (potencial de -0,5 V). A figura foi preparada
em Adobe Fireworks® CS6 e CCPAMG.

Curiosamente, esta superficie carregada negativamente observada no lado convexo
dos dimeros de TMED 1 e da TMED 5 néo é observada na TMED 2 e TMED 10 (Figura 28),

sugerindo que pode ser exclusiva da subfamilia y.
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Dominio GOLD da proteina TMED 2 (Monémero)

180°
Lado convexo ? Lado céncavo

Dominio GOLD da proteina TMED 10 (Dimero)

Figura 28: Mapas do potencial eletrostatico de superficie do monémero da proteina TMED 2 (PDB ID 5AZW) e
do dimero do dominio GOLD da proteina TMED 10 (PDB ID 5AZY), A cor da superficie representa o potencial
eletrostatico na superficie da proteina, indo do azul (potencial de +0,5 V) ao vermelho (potencial de -0,5 V). A
figura foi preparada em Adobe Fireworks® CS6 e CCP4MG.

Essa caracteristica fortalece 0 modelo proposto quanto a orientacdo dos dominios
GOLD em relagdo a superficie da membrana, uma vez que tanto as membranas de Golgi quanto
as do RE sdo enriquecidas em lipidios carregados negativamente, incluindo fosfatidilinositol e
esfingolipidios (VAN MEER; DE KROON, 2011). Portanto, espera-se que a superficie
carregada negativamente do dominio GOLD da proteina TMED 1 permaneca voltada para o
citosol durante seu trafego na via secretora inicial, enquanto o lado céncavo ficaria voltado para

a superficie da membrana (Figura 29).
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Figura 29: Modelo proposto para orientagdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana em membranas,
expondo a superficie carregada negativamente formada pelo lado convexo ao limen. Neste modelo, o lado concavo
é orientado para a superficie da membrana. A figura foi preparada em Adobe Fireworks® CS6 e CCPAMG.

Como isso poderia desempenhar um papel durante os processos associados as TMEDs,
especialmente no trafego de proteinas, permanece desconhecido. Estudos futuros, incluindo os
parceiros de ligacdo desses dominios GOLD, podem fornecer algumas dicas sobre as regides
de sinal de carga que os levam a insercdo em COP dependente de TMED.

Foi demonstrado que o dominio GOLD da proteina TMED 1 forma dimeros em todos
0s subcompartimentos da via secretora inicial (RE, Golgi e compartimentos intermediarios)
(JENNE et al., 2002). Esta propensdo de dimerizacdo foi Unica entre as diferentes TMEDs
testadas (JENNE et al., 2002). Neste trabalho, mostramos que a formagéo do dimero TMED 1
é alcancada pelo dominio GOLD isolado e estudos futuros serdo realizados para incluir a
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participacdo e discutir a relevancia da regido coiled coil na oligomeriza¢édo do dominio GOLD
da proteina TMED 1.

3.3 DOMINIO GOLD DA PROTEINA TMED 1 SEM A CAUDA DE HISTIDINA

3.3.1 Expressao e purificacao

O objetivo principal deste tépico foi verificarmos uma possivel influéncia da cauda de
histidina na estrutura do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana. Para isto, foi realizada
a clivagem da cauda de histidina da regido N-terminal por via proteolitica conforme descrito na
Secdo 2.1.4 de Materiais e Métodos. A analise por SDS-PAGE indica que a TEV ¢ eficiente
para a remover a cauda (Figura 30). A massa molecular aparente entre 11 e 17 kDa é condizente
com os 11,7 kDa (Figura 30 — retangulo vermelho) calculados teoricamente pelo programa

ProtParam quando removidos os 2 kDa da cauda de histidina e do sitio de TEV.

245 kDa
75 kDa
48 kDa
35kDa

25 kDa
20 kDa

17 kDa

11 kDa

Figura 30: Resultado da purificagdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 visualizado em eletroforese em gel
de poliacrilamida de Tricina 16%. Coluna 1 - marcador de massa molecular. Coluna 2 - Proteina purificada em
sistema AKTA Prime Mono g 5/50 GL com a presenga da cauda de histidina. Coluna 3 - Proteina purificada em
sistema AKTA Prime Mono q 5/50 GL apds digestdo proteolitica da cauda de histidina, destacada no retangulo de
cor vermelha. Fonte: elaborada pela autora.



72

O perfil de eluicdo também foi verificado e comparado ao obtido com a proteina com
a cauda de histidinas e novamente apresenta um pico intenso e fino (Figura 31). Observamos
que sem a cauda de histidina a eluicdo ocorre em um volume menor (21,0 mL), quando
comparados com 22,3 mL da elui¢do na construgdo completa. O sucesso da purificagéo final da
proteina em sua forma sollvel é confirmado também por SDS-PAGE (Figura 30 - Coluna 3),
observa-se que ela apresenta uma massa molecular aparente proxima de 11 kDa, que é
condizente com os 11,6 kDa calculados teoricamente pelo programa ProtParam apos a

clivagem.

1600
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1400 4 — Apos a clivagem

] 22,3 mL
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Figura 31: Perfil de eluigdo comparativo na coluna Mono g 5/50 equilibrada com tamp&o 20 mM de Tris (pH 8) e
20 mM de NaCl. Em vermelho, o perfil de eluigdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 com a remogdo da
cauda de histidina e, em preto, na presenca da cauda de histidina. Fonte: elaborada pela autora.

3.3.2 Avaliacao da estrutura secundaria

O perfil da estrutura secundéria foi acompanhado por CD, conforme a Figura 32. O
dado de CD mostra que a proteina exibe um pico negativo na regido de 216 nm e um pico
positivo em torno de 200 nm. Esse perfil de absorcdo sugere uma presenca predominante de

estruturas secundarias do tipo p. Foi realizada uma sobreposicéo dos espectros da proteina com
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e sem a cauda de histidinas (Figura 32) e ndo foram observadas altera¢Ges significativas na

estrutura secundaria apds a remogdo proteolitica.

1 Com a cauda de histidina
10000 — Apos a clivagem

0 (deg cm

200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

Figura 32: Espectros de CD das estruturas secundérias das proteinas TMED 1 com e sem a cauda de histidinas.
Em preto, com a presenca da cauda de histidina e, em vermelho, apds a sua remocéo. Fonte: elaborada pela autora.

3.3.3 Estudos de desenovelamento térmico para avaliacdo do impacto da cauda de

histidina

Os estudos de desenovelamento térmico com espectroscopia de CD no UV distante
foram realizados com a variacdo de temperatura de 20 até 90 °C. Inicialmente, foi analisado
com a cauda de histidina e os resultados seguintes com a clivagem desta porgéo. A variagdo na
estrutura secundaria do dominio GOLD da proteina TMED 1 com a cauda de histidina (Anexo
— Figura 2A) foi seguida pelo monitoramento da elipticidade em 205 nm (Figura 33),
mostrando que a elipticidade do dominio GOLD da proteina TMED 1 diminui gradualmente
com o aumento da temperatura, indicando a perda de estrutura secundaria. Apos o resfriamento,
as amostras foram novamente aquecidas para verificar se este dominio apresentava

comportamento reversivel de sua transicdo (Anexo — Figura 2B). Com estas condi¢des 0
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dominio GOLD da proteina TMED 1 na presenca da cauda de histidina apresenta
comportamento reversivel (Figura 33).

O ponto médio da transicdo entre o estado enovelado e desenovelado ocorre em
aproximadamente 48 °C na presenca da cauda de histidina. Com o aumento da temperatura, a
estrutura é completamente perdida e a elipticidade se mantém constante até 80 °C. Na Figura
33, € mostrada a elipticidade em 205 nm da desnaturagdo térmica inicial (em preto) e da
reversibilidade (em vermelho) sobrepostas. A elipticidade diminui gradativamente com o
aumento da temperatura e 0 ponto médio continua em torno de 48 °C para ambos 0S casos.
Acima do ponto médio, observamos a perda da estrutura secundéria, que € completamente
perdida acima de 60 °C. Em seguida, observamos que a proteina retorna ao seu enovelamento

inicial e mantém um comportamento semelhante ao anterior.
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Figura 33: Desnaturagdo térmica do dominio GOLD da proteina TMED 1 na presenca da cauda de histidina. Os
graficos mostram a variacdo da elipticidade (mdeg) em 205 nm para avaliacdo da estrutura secundéaria e 260 nm
para a linha de base. Fonte: elaborada pela autora.

Em comparagdo com esses dados, foram realizados experimentos ap6s a remogéo da
cauda de histidina (Anexo — Figura 3 A e B). Na Figura 34, séo sobrepostas as curvas de
transicdo da elipticidade em 205 nm com a curva de reversibilidade para o dominio GOLD da
proteina TMED 1 humana clivada. A elipticidade diminui gradativamente com a elevagéo da



75

temperatura, indicando a perda da sua estrutura secundaria. O ponto médio de transi¢do ocorre
em aproximadamente 48 °C e acima disso ocorre o desenovelamento com, a partir de cerca de
60 °C, a estrutura sendo completamente perdida e a elipticidade se mantém constante até 80 °C.
Em seguida, a proteina retorna ao seu enovelamento inicial e mantém um comportamento

semelhante ao anterior.
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Figura 34: Desnaturacdo térmica do dominio GOLD da proteina TMED 1 ap6s a remogdo da cauda de histidina.
Os gréficos mostram a variagdo da elipticidade (mdeg) em 205 nm para avaliacdo da estrutura secundaria e 260
nm para a linha de base. Fonte: elaborada pela autora.

Em conjunto, esses dados de desenovelamento térmico por CD mostram que as
analises de estrutura secundaria para dominio GOLD da proteina TMED 1 com a cauda de
histidina e apos a clivagem (Figuras 33 e 34, respectivamente) ndo se alteram e mantém o
mesmo comportamento térmico reversivel. Por fim, os dados de DSC para o dominio GOLD
da proteina TMED 1 clivada, revelam que a transicdo endotérmica exibe o mesmo pico de
transicdo em cerca de 60 °C (Figura 35), quando comparado com 0 DSC do dominio GOLD

sem a sua clivagem (Figura 10).
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Figura 35: Analises de estabilidade térmica por calorimetria diferencial de varredura do dominio GOLD da
proteina TMED 1 apés a clivagem da cauda de histidina. A linha em preto indica o termograma ap6s a subtracéo
da linha de base e a linha em vermelho representa a curva teérica com o melhor ajuste dos dados do termograma.
A transi¢do do desenovelamento foi ajustada a um modelo de ndo-dois-estados. Fonte: elaborada pela autora.

4 CONCLUSAO

O principal objetivo desta dissertacdo foi o de contribuir, com dados de biofisica
molecular, para a maior compreensao estrutural/funcional de membros da familia das TMEDs,
com possivel impacto no entendimento dos processos de secrecdo de proteinas em humanos
dependente da acdo das TMEDs. Sendo assim, aqui apresentamos uma detalhada caracterizacdo
in vitro das propriedades biofisicas e bioquimicas do dominio GOLD da proteina TMED 1.

O primeiro passo foi o desenvolvimento de um protocolo eficiente de expressao
heterdloga e purificacdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 humana, que foi realizado
com sucesso. O principal desafio dessa etapa foi a de lidar com a ineficiéncia das linhagens
modificadas de BL21 (DE3) em conseguir enovelar corretamente a proteina expressa, com parte
substancial da amostra sendo insoluvel e dificultando os estudos espectroscopicos
subsequentes. A utilizagdo da linhagem E. coli Origami 2 (DE3) foi suficiente para solucionar
0s problemas de baixo rendimento, que se relacionavam com a presenca de uma ligacdo
dissulfeto que néo era corretamente catalisada e provocava problemas de enovelamento. Assim,

a proteina foi purificada com sucesso para as posteriores analises biofisicas.



77

A espectroscopia de CD mostrou que a proteina possui predominancia de estruturas
secundarias do tipo B em solugdo. O alto conteddo em folhas B (~ 44%) estimado a partir da
deconvolucéo espectral de CD foi consistente com estruturas homologas encontradas no banco
de dados PDB.

Utilizando também a espectroscopia de CD, foi observado que a desnaturagdo quimica
induzida pelo agente caotropico uréia segue uma curva do tipo sigmoidal, sugerindo uma
cooperatividade na transicdo para o estado desenovelado, e que a concentracdo de meia
transicdo € aproximadamente 2,8 M. A desnaturacdo quimica foi também monitorada
utilizando-se a fluorescéncia intrinseca da tirosina, visto que o dominio GOLD da proteina
TMED 1 ndo apresenta triptofanos em sua constituicdo. Os dados mostram que a transi¢éo
ocorreu em torno de 1,2 M, indicando uma menor estabilidade quimica, mas mantendo o
comportamento cooperativo.

O comportamento termotrépico utilizando DSC indica que a proteina € estavel, com
um Twm de aproximadamente 60 °C. A razdo entre a entalpia de van’t Hofft e a entalpia
calorimétrica sugeriu que o desenovelamento ndo segue um modelo de dois estados, sugerindo
uma dissociacdo de dimero para monémeros. Além disso, a transi¢do térmica apresentou-se
reversivel.

O ensaio de estabilidade térmica em funcdo da variacdo do pH foi realizado pela
técnica de DSF. Na auséncia de sal, o comportamento do valor de Tm em relacdo ao pH se
apresentou sigmoidal, com valores elevados de Twm (entre 56 e 60 °C) em pHs &cidos. Na
presenca de sal, a dependéncia do Tm em fungéo da variagdo de pH foi diferente com uma maior
estabilidade térmica entre os pHs 5 e 8 (entre 70 e 72 °C). Esses dados dao fortes indicios de
que a forca idnica do meio € importante para a estabilidade estrutural desse dominio.

Estudos adicionais com a remoc¢do da cauda de histidina foram realizados para
verificar o impacto dessa regido para a estrutura e estabilidade. Em conjunto, estes dados néo
demostraram diferencas estruturais, ou de estabilidade, significativas com a cauda de histidina
ou apos a sua clivagem.

O dominio GOLD da TMED 1 foi cristalizado, a sua estrutura resolvida com alta
resolucéo e o modelo determinado foi depositado no Protein Data Bank (PDB) sob o cddigo de
acesso 7K49. Semelhante a outros dominios GOLDs j& cristalizados, este dominio apresenta
folhas p organizadas em quatro fitas que definem um lado concavo da proteina e quatro fitas
em seu lado convexo. As cisteinas presentes, que sao conservadas nas proteinas TMED, formam

uma ligacdo dissulfeto em nosso modelo e indicam um papel estrutural relevante para o
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enovelamento. A pequena hélice a ndo foi necessaria para a manuten¢ao da estrutura para a
formacéo do cristal, diferentemente do que ocorreu para o dominio GOLD da proteina TMED
5.

O modelo de dimero do dominio GOLD da proteina TMED 1 observado na unidade
assimétrica foi submetido a anélises de DM e se mostrou estvel temporalmente durante a
simulacdo. A energia livre de ligacdo do dominio também foi avaliada e os residuos que mais
contribuiram energeticamente para a estabilizacao do dimero estdo na interface de dimerizacéo.
As analises sugerem que a dimerizacdo se apresenta favorecida por ligacGes de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas e interagdes 7- .

Dada a influéncia da forca i6nica para a estabilidade da proteina, foram realizados
estudos de oligomerizacdo em funcéo da concentracdo de NaCl. O maximo do perfil de eluicédo
em cromatografia de exclusdo molecular é deslocado para volumes maiores na medida em que
a concentracdo de sal é também aumentada. A dependéncia do volume de maxima elui¢cdo em
funcdo da concentracédo de sal segue um perfil hiperbdlico, sugerindo uma transi¢éo do tipo sal-
dependente. Como o volume de elui¢do na cromatografia de exclusdo molecular é dependente
das dimensdes da proteina, buscamos entender o comportamento oligomérico nos diferentes
extremos de concentracdo de sal. Utilizando a técnica de SEC-MALS em altas concentragdes
de sal, o estado oligomérico da proteina se apresentou como monomeérico. Por outro lado, a
técnica de regressdo linear com uso de proteinas de massa molecular conhecida em
cromatografia de exclusdo por tamanho, em condi¢des de baixa concentracdo de sal, mostrou
que a proteina se apresenta na forma dimérica. De forma complementar, a técnica de DSC foi
também utilizada para explorar o comportamento da proteina em condicGes de baixa e alta forca
ibnica. Entretanto, ao contrario da andlise hidrodindmica, o dominio GOLD se apresentou na
forma dimérica em ambas as condi¢Ges. O dimero se mostrou termicamente mais estavel e o
desenovelamento mais cooperativo em altas concentragdes de sal, quando comparado ao com
baixa concentracéo de sal. Esses resultados sugerem que o dominio GOLD da proteina TMED
1 humana forma dimeros dependente da concentragdo e da forca idnica, sendo estavel e
energeticamente favoravel.

Uma analise da superficie eletrostatica mostra que o dimero do dominio GOLD da
TMED 1 apresenta uma grande superficie eletrostatica carregada negativamente no lado
convexo, semelhante ao que mostramos também ocorrer no GOLD da TMED 5. Essa superficie
negativa ndo ocorre para a TMED 2 e TMED 10, sugerindo que deva ser uma caracteristica

particular da subfamilia y. Baseado nessas observacdes, apresentamos um modelo de orientagédo



79

do dominio GOLD em relacdo a superficie da membrana e que leva em conta tanto a posi¢do
em que se encontra a pequena hélice observada no homoélogo TMED 5 quanto as caracteristicas
das membranas que formam o complexo de Golgi e 0 RE, que séo ricas em lipideos carregados

negativamente.

5 PERSPECTIVAS FUTURAS

» A partir dos resultados apresentados nesta dissertacdo pretendemos inicialmente,
por técnicas de Biologia Molecular, estender a construgdo do dominio GOLD da
proteina TMED 1 para incluir a parte que envolva a hélice.

» Realizar novas construcdes que possibilitem a expressdo e purificacdo de toda a
proteina TMED 1, pois até 0 momento ainda ndo existe o estudo com a construgdo
completa.

» Além disso, caracterizar in vitro a capacidade do dominio GOLD de interagir com
parceiros. Um parceiro de interacdo seria 0 dominio soltvel TIR do receptor ST2,
visto apenas em estudos in vivo que foram apresentados na introducdo desta
dissertagdo. Ao longo do desenvolvimento deste projeto de mestrado, houve
tentativas de expressar este dominio, mas este apresentou-se em corpos de inclusédo
e estratégias de refolding ndo foram capazes de solucionar o problema.

» Fazer ensaios de interacdo com a utilizacdo de técnicas de fluorescéncia e
calorimetria de titulacdo isotérmica para caracterizar a formagado do complexo e, por
fim, tentativas de cristalizacdo do dominio GOLD da proteina TMED 1 com o
dominio TIR.

» Além disso, foi visto que as proteinas TMED contribuem na modulacdo do
transporte de proteinas especificas, como as proteinas ancoradas por cauda de GPI.
Entdo verificar possibilidades de interagdo do dominio GOLD da proteina TMED 1

com alguma GPI.
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7 ANEXO

Figura 1: Representacdo das trés cadeias polipeptidicas A, B e C. Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 2: Monitoramento da estrutura secundaria por CD no desenovelamento térmico com a presenca da cauda
de histidina (20 a 80°C representados pelos espectros das curvas coloridas. A) Desnaturagdo térmica do dominio
GOLD da proteina TMED 1. B) Desnaturagdo térmica do dominio GOLD da proteina TMED 1 em processo de
reversibilidade.
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Figura 3: Monitoramento da estrutura secundaria por CD no desenovelamento térmico ap0s a remocdo da cauda
de histidina (20 a 80°C representados pelos espectros das curvas coloridas). A) Desnaturacao térmica do dominio
GOLD da proteina TMED 1. B) Desnaturagdo térmica do dominio GOLD da proteina TMED 1 em processo de

reversibilidade.



