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Resumo -iv

RESUMO

Angiotensina II, um peptideo hipertensivo, e bradicinina, um peptideo hipotensivo,
sdo fatores humorais cruciais para a regulacdo da pressdo sanguinea. A enzima chave desse
sistema ¢ a enzima conversora de angiotensina que produz angiotensina II a partir de
angiotensina I e degrada bradicinina. A descoberta dos primeiros inibidores naturais dessa
enzima, os peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs), tornou possivel o
desenvolvimento dos primeiros medicamentos utilizados no controle da pressdo arterial
humana. Caracteristicamente, os BPPs contém de 5 a 13 residuos de aminoacidos
apresentando um residuo de piroglutdmico no N-terminal e um residuo de prolina no C-
terminal. O precursor de BPPs encontrado na glandula de veneno de Bothrops jararaca
contém 256 residuos de aminoacidos e codifica para sete BPPs alinhados em tandem
seguidos pelo peptideo natriurético tipo-C. Até o momento, ndo se conhecem os
mecanismos envolvidos para a liberacdo desses peptideos da proteina precursora. Dessa
forma, a resolu¢do da estrutura dessa proteina pode contribuir para a elucidagdo do
mecanismo evolvido no processamento do precursor para a liberagdo dos BPPs. Duas
construgdes da proteina precursora de BPPs (dominio BPP e dominios BPP+CNP) da
glandula de veneno de B. jararaca foram expressas, purificadas e suas identidades
confirmadas por experimentos de western blotting. A pureza das amostras foi avaliada por
SDS-PAGE ¢ a presenga de enovelamento apds expressdo heterdloga foi observada por
experimentos de dicroismo circular e fluorescéncia. Os ensaios de cristalizagdo ndo foram
promissores. Isso pode ser explicado pela baixa concentracdo da proteina usada no
experimento. Assim, devido ao baixo nivel de expressdo de ambas as proteinas, métodos
para maximizagdo da expressdo foram empregados resultando em significante aumento da
expressdo do dominio BPP, porém em corpo de inclusdo. Métodos de solubilizacdo da
proteina a partir da fracdo insoluvel foram utilizados e a purificagdo sob condigdes
desnaturantes resultou em alto rendimento e pureza da amostra. At¢ o momento, nenhum
procedimento de renaturagdo mostrou-se adequado. Além do projeto principal, trabalhos
paralelos com a proteina NUDEL (do inglés nuclear distribution element-like) de Rattus
novergicus foram realizados com o objetivo de estabelecer um procedimento de expressdo e
purificacdo com alto rendimento e pureza para estudos de cristalizagdo. A proteina foi
altamente expressa, purificada a partir de corpos de inclusdo e renaturada pelo método da
dilui¢do utilizando-se L-arginina como agente estabilizador dos estados intermediarios da
renaturagdo. Estudos de espalhamento dindmico de luz mostraram que, na presenca de 0,1
mM de zinco e 1| mM de DTT, a proteina apresenta-se monomérica € monodispersa.
Andlises de dicroismo circular mostraram a presenga de strutura secundaria com
predominancia de folhas-f} o que indica que a proteina estd enovelada apos o processo de
renaturag@o. Ensaios de cristalizagdo da proteina na auséncia e presenca dos aditivos DTT e
zinco estdo sendo realizados.

Palavras-chave: Bradicinina, Peptideos Potenciadores de Bradicinina, Bothrops jararaca,
Enzima Conversora de Angiotensina, Peptideo Natriurético Tipo-C.
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ABSTRACT

Angiotensin II, a hypertensive peptide, and bradykinin, a hipotensive peptide, are
crucial humoral factors for the regulation of blood pressure. The key enzyme for this
system is the angiotensin-converting enzyme that produces angiotensin II from angiotensin
I and degrades bradykinin. The discovery of the first natural inhibitors for this enzyme, the
bradykinin potentiating peptides (BPPs), made it possible to develop the early drugs aimed
at controlling unbalanced cardiovascular functions. Characteristically, BPPs contain 5 to 13
amino acid residues that have a pyroglutamyl residue at the N-terminus and a praline
residue at the C-terminus. The BPP precursor protein contains 256 amino acid residues
coding for seven BPPs aligned in tandem followed by the C-type natriuretic peptide. At
present, there are no suggested mechanisms for understanding the release of BPPs from the
precursor protein. Two constructs of the BPP precursor protein (BPP domain and
BPP+CNP domains) from the venom gland of Bothrops jararaca were over-expressed,
purified and the identity of both recombinant proteins confirmed by western blotting
experiments. The purity of the samples was assessed by SDS-PAGE and the protein fold
after expression was observed by circular dichroism and fluorescence experiments.
Crystallization assays were not successful, probably due to the low protein concentration
used for the experiment. Considering the low expression level observed for both
recombinant proteins, the experimental methods were optimized to maximize the yield and
resulted in high protein amounts in inclusion bodies. Methods were applied aiming at the
solubilization of the proteins from the insoluble fraction and protein purification under
denaturing conditions was carried out yielding high amounts of pure protein. Until this
moment, none of the procedures were successful in producing refolded proteins. Work
conducted in parallel with the NUDEL protein (nuclear distribution element-like) from
Rattus novergicos was carried out with the aim of establishing an experimental procedure
for obtaining high amounts of pure protein for crystallization studies. The protein was over
expressed, purified from inclusion bodies and refolded by the dilution method using L-
arginine as a stabilizing agent for the intermediary steps of the refolding process. Dynamic
light scattering studies demonstrated that the protein was monomeric and monodisperse in
the presence of 0.1 mM of zinc and 1 mM of DTT. Circular dichroism analysis showed the
presence of secondary structure composed mainly of B-sheets indicating that the protein
was folded after the process. Crystallization assays of the protein in the presence and
absence of the additives DTT and zinc are currently being carried out.

Key Words: Bradykinin, Bradykinin Potentiating Peptides, Bothrops jararaca, Angiotensin
Converting Enzyme, C-type Natriuretic Peptide.
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Capitulo 1. Introducao

Esta dissertacdo aborda o estudo de duas proteinas envolvidas em sistemas nao
relacionados. A proteina precursora dos peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs, do
inglés Bradykinin potentiating peptides) da glandula de veneno de Bothrops jararaca (Bj)
possui 256 aminoacidos contendo sete BPPs, potentes inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA) usados como modelo para desenho de drogas anti-hipertensivas, e um
peptideo natriurético tipo-C. A proteina NUDEL (do inglés Nuclear Distribution Element
like) de Rattus novergicus esta relacionada com o desenvolvimento neural em mamiferos e
sua interagdo com outras proteinas citosolicas possivelmente implica na relagdo dessa
proteina com a etiologia da esquizofrenia.

A condicdo de alta pressdo arterial (hipertensdo) é o fator predominante no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, sendo apontada como a maior causa de
morte mundialmente. A hipertensdo ¢ uma doenga comum afetando cerca de 1 bilhdo de
pessoas, tornando-se, assim, um impactante problema de saude publica (WHO, 2002).
Existem muitas classes de medicamentos aplicadas ao tratamento da hipertensdo,
chamadas, como um todo, de anti-hipertensivos, as quais agem, de diferentes maneiras,
reduzindo a pressdo arterial. Uma das drogas de destaque no tratamento da hipertensao

arterial humana consiste de inibidores da ECA, como o captopril, enalapril, fosinopril
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(Monopril), lisinopril (Zestril), quinapril, ramipril (Altace). O captopril foi desenvolvido
em 1975 e € um dos primeiros sucessos do conceito revolucionario do desenho racional de
drogas. O Captopril foi desenhado com base na estrutura dos BPPs, potentes inibidores da
ECA, descobertos no veneno da serpente brasileira Bj (FERREIRA; BARTELT; GREENE,
1970). Em 1997, Murayama et al. (1997) reportou a existéncia de um cDNA da glandula de
veneno de Bj que codifica para a proteina precursora dos BPPs, esclarecendo a origem
desses peptideos, embora ndo elucidando o mecanismo de liberagdo dos mesmos a partir da
proteina precursora. O precursor apresenta sete BPPs alinhados em tandem intercalados por
uma seqii€éncia consenso de cinco aminoacidos. Estudos estruturais da proteina precursora
de BPPs da glandula de Bj, além de potencialmente fornecer um novo enovelamento
protéico, justificando, assim, a importancia da biologia estrutural em descrever e estudar
novos tipos de enovelamento existentes na natureza, também podem contribuir para a
indicagdo de motivos estruturais possivelmente envolvidos na liberagdo dos BPPs do
precursor.

A NUDEL ¢ uma proteina homologa ao produto do gene nudE de Aspergillus, um
membro de um grupo de genes considerado importante na migragdo nuclear em fungos
(EFIMOV; MORRIS, 2000). A NUDEL ¢ uma cisteino-peptidase de 345 aminoacidos e
sua interagdo com proteinas citosolicas € essencial para a fung¢do normal do cérebro,
incluindo desenvolvimento e migragdo neural (OZEKI et al., 2003), enquanto sua atividade
peptidasica sugere um papel na regulacdo da a¢do de neuropeptideos no sistema nervoso
central. Sabe-se que a NUDEL liga-se ao produto do gene do fator de risco a esquizofrenia,
a proteina DISC1 (do inglés disrupted-in-schizophrenia 1) (BRANDON et al., 2004). A
DISCI foi identificada como fator de risco para esquizofrenia por meio de um estudo com
uma familia escocesa apresentando a translocacdo (1;11)(q42.1;q14.3) que resulta no 16cus
DISC1 interrompido e acarreta essa doenga psiquica (MILLAR et al., 2001). O mutante
hipotético proveniente da translocagdo no gene origina uma DISCI1 que ndo se complexa a
NUDEL. Sugere-se que a atividade da NUDEL pode ser regulada por meio de interagdes
proteina-proteina e que o rompimento dessas interagdes, como postulado para a
translocacdo no locus DISCI, promoveria uma regulacdo aberrante da atividade da

NUDEL, acarretando, possivelmente, a génese da esquizofrenia. Nesse sentido, estudos
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estruturais sdo fundamentais para desvendar o mecanismo catalitico e prover mais
informagdes sobre a inibi¢ao por DISCI.

Nas se¢oes seguintes desse capitulo sera feita uma descrigdo mais detalhada de cada um
dos sistemas estudados nesse trabalho. Brevemente, o capitulo 2 apresenta os objetivos do
trabalho e o capitulo 3 a metodologia empregada nos estudos desenvolvidos. Os resultados
e discussdes sdo abordados no capitulo 4 e, finalmente, as conclusdes e perspectivas sdo
apresentadas no capitulo 5. Em cada capitulo, a primeira parte refere-se a proteina

precursora de BPPs e a segunda 8 NUDEL.

1.1 Regulacao da Presséo Arterial

O controle da pressdo arterial ¢ feito por dois sistemas: o sistema nervoso central € o
sistema que envolve rins e fluidos corporais. O controle de curto prazo da pressdo arterial
(minutos a horas) ¢ exercido pelo sistema simpatico com sua agdo sobre a resisténcia
vascular periférica total e ritmo cardiaco. Ja o controle em longo prazo esta relacionado ao
equilibrio entre o ganho e a perda de fluidos corporais, esse determinado, majoritariamente,
pelos rins por meio da regulacdo da excre¢do de agua e sal. Adicionalmente, os rins
possuem outro mecanismo, que também resulta na regulacdo da excrecdo de agua e sal,
ainda mais poderoso no controle da pressdo arterial: o sistema renina-angiotensina
(GUYTON; HALL, 2006).

Renina ¢ uma enzima liberada pelos rins quando a pressao arterial atinge valores muito
baixos. A renina ¢ sintetizada e armazenada em sua forma inativa, pré-renina, nas células
justa-glomerulares dos rins. Quando ha uma redug@o na pressdo arterial, ocorre a conversao
da pré-renina em renina e, por conseguinte, sua liberagdo no sangue. A renina, entdo, age
enzimaticamente sobre angiotensinogénio, liberando um peptideo de 10 aminoécidos,
angiotensina I. Apds poucos minutos da formacdo da angiotensina I, esse peptideo &
processado nos pulmdes pela ECA, presente no endotélio dos vasos sanguineos, com a
consequente liberagdo de angiotensina II. A angiotensina II € um poderoso vasoconstritor e,
durante sua presenca no sangue, exerce dois efeitos principais que resultam na elevagdo da
pressdo arterial. O primeiro deles, vasoconstrigdo em varias regides do corpo, ocorre

rapidamente. A constrigdo nas arteriolas eleva a resisténcia periférica total,
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conseqiientemente, aumentando a pressao arterial. A segunda via pela qual a angiotensina II
leva ao aumento da pressao arterial é por meio da diminui¢do da excre¢do de sais e dgua
pelos rins. Isso eleva vagarosamente o volume de liquido extracelular e aumenta a pressao
arterial durante os dias subseqiientes (Figura 1). Esse efeito de longo prazo, que age por
meio do mecanismo de regulagdo do volume de fluidos extracelulares, € mais eficaz que o
mecanismo vasoconstritor para elevacdo da pressao arterial e, conseqiiente, manutencdo da

mesma (GUYTON; HALL, 2006).

Diminuigdio da Pressdo Arterial

Renina (rim)
Substrato da renina A\
(Angiotensinogénioy — > Angiotensina I
Enzima Conversora
de Angiotensina
Angiotensina II
v 4
Retengdo fem' Vasoconstrigdo

Elevagdio da Pressdo
Arterial

Figura 1: Mecanismo vasoconstritor do Sistema Renina-Angiotensina para controle da presséo arterial.
O desenho ilustra as principais etapas da ativacdo do sistema Renina-Angiotensina, por meio da
liberacdo da renina e sua posterior acdo sobre o angiotensinogénio plasmatico resultando na formacao
de angiotensina I. Essa, por sua vez, é convertida em angiotensina Il que atua na elevacdo da presséo
arterial de duas maneiras, a vasoconstricao e a retencdo de sais e dgua.

T—— e —

A hipertensdo arterial destaca-se como um dos principais problemas de saude mundial.
No Brasil, 10 a 15 % da populagdo ¢ hipertensa. Nos Estados Unidos da América, cerca de
um em trés adultos sdo hipertensos e, aproximadamente, um ter¢o dessas pessoas ndo sabe
que possui a doenga.

Hipertensdo arterial é a pressdo arterial acima de 140 x 90 mmHg (milimetros de
mercurio), medida em repouso de quinze minutos e confirmada trés vezes consecutivas e

em varias visitas médicas. A hipertensdo arterial sistémica é uma doenca crénica que,
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quando ndo tratada e controlada adequadamente, pode levar a complicagdes que atingem o

sistema nervoso central, o coragdo, os rins, entre outros 6rgaos.

1.1.2 Os BPPs e o controle da pressao arterial

Duas grandes contribui¢des para o entendimento dos processos envolvidos no controle
da pressdo arterial advindas dos estudos dos mecanismos moleculares do envenenamento
por Bj foram a descoberta do peptideo hipotensivo bradicinina (Bk do inglés Bradykinin)
(ROCHA E SILVA; BERALDO; ROSENFELD, 1949) e¢ dos BPPs (FERREIRA;
BARTELT; GREENE, 1970). A agdo sinergética da bradicinina endogena, produzida pela
acdo de serino-proteases de Bj, com os BPPs causa um choque vascular na presa,
geralmente pequenos animais (HAYASHI; CAMARGO, 2005).

A Bk faz parte do grupo de proteinas conhecido como cininas. A Bk é um nonapeptideo
(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg), com ac¢do hipotensiva e estimulatoria de
musculos lisos (MEKI; NASSAR; ROCHA, 1995), sendo liberada pela acdo de
cininogenases enddgenas ou exogenas sobre o cininogénio plasmatico. A Bk causa queda
na pressao arterial sistémica devido a sua habilidade em elevar a permeabilidade vascular e
induzir alteragdes nas propriedades contracteis de musculos lisos (JOHNSON, 1979;
NEEDELMAN; MARSHALL; SABEL, 1975). O controle da Bk nos fluidos corporais ¢
exercido por meio de sua hidrolise pela agdo da ECA ou cininase II (LERNER, 1996).

Caracteristicamente, os BPPs contém de 5 a 13 residuos de aminoacidos apresentando
um residuo piroglutdmico no N-terminal e uma prolina no C-terminal. Todos os BPPs, com
excecdo de trés (BPP-5a, BPP-5b e BPP-6a), sdo ricos em prolina e apresentam o
tripeptideo Ile-Pro-Pro no C-terminal MURAYAMA et al., 1997).

Os BPPs presentes no veneno de Bj foram os primeiros inibidores naturais da ECA
descritos e, também, os primeiros compostos capazes de bloquear eficientemente a ECA in
vivo, prevenindo, assim, o aumento da pressdo arterial induzida pela injecdo de
Angiotensina I (KRIEGER et al., 1971; MILLER et al., 1972; GAVRAS et al., 1974;
CASE et al., 1977). Devido as propriedades farmacologicas dos BPPs relacionadas a ECA,
essa metaloproteina endotelial foi apontada, nos anos 70, como alvo metabdlico critico pela
industria farmacéutica para elabora¢do de drogas anti-hipertensivas (NG; VANE, 1970).

Portanto, os BPPs foram essenciais para o desenho racional do primeiro inibidor
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direcionado ao sitio ativo da ECA, chamado Captopril, usado no tratamento da hipertensao
humana (ONDETTI; CUSHMAN, 1981). Os inibidores da ECA sdo amplamente usados no
tratamento de pacientes que apresentam hipertensdo, deficiéncia cardiaca e nefropatia
diabética (BRUNNER; NUSSBERGER; WAEBER, 1994). A a¢do anti-hipertensiva dos
inibidores da ECA ¢ explicada, em parte, pelo impedimento da formagdo de Angiotensina
IT (peptideo vasoconstritor) e pela potencializagdo dos efeitos hipotensivos da Bk (LINZ et
al., 1995).

A ECA (peptidil dipeptidase A, EC 3.4.15.1) é uma peptidase da membrana
citoplasmatica de células endoteliais responsavel pela conversdo de Angiotensina I em
Angiotensina II assim como pela degradacdo de bradicinina. A ECA €& expressa,
principalmente, nas células endoteliais vasculares, nas células epiteliais, nos tubos
proximais do figado, no cérebro e nas células da bordadura em escova do intestino
(TURNER; HOOPER, 2003)

Desde o inicio dos anos 90, sabe-se que a ECA somatica apresenta dois sitios ativos
funcionais e homoélogos, um no dominio N (sitio-N) e outro no dominio C (sitio-C), sendo
que cada sitio ativo é caracterizado pela presenca da seqiiéncia consenso de metaloprotease
zinco-dependente (WEI et al., 1991). Mostrou-se que, in Vvitro, os dois sitios ativos sio
altamente eficientes na conversdo de angiotensina I em angiotensina Il e também na
degradagdo da Bk (JASPARD; WEI; ALHENC-GELAS, 1993; VILLARD; SOUBRIER,
1996).

Recentemente, foi mostrado que algumas seqiiéncias de BPPs de Bj possuem alta
especificidade por um dos sitios ativos da ECA somatica. Dois BPPs (bBPP-11¢ ¢ bBPP-
12b) destacam-se pela poténcia de inibicdo e seletividade aos sitios ativos da ECA
(HAYASHI; CAMARGO, 2005).

O bBPP-12b esta entre os melhores potenciadores de bradicinina, mostrando uma
preferéncia 30 vezes maior para o sitio-N da ECA. Por outro lado, o inibidor mais seletivo
para o sitio-C da ECA (bBPP-10c) apresentou o efeito de potencializagdo da bradicinina
com durac¢do mais longa. O inibidor menos efetivo da ECA ¢é o pentapeptideo (BPP5-a),
embora apresente o efeito potenciador de bradicinina mais surpreendente em ileo isolado de
cobaia (HAYASHI et al., 2003). Coincidentemente, o Captopril, utilizado clinicamente

como inibidor da ECA, bem como o bBPP-12b ¢ o BPP-5a sdo os mais seletivos para o
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sitio-N da ECA, além de serem fortes potenciadores da bradicinina. (HAYASHI;
CAMARGQO, 2005).

Até o momento, ndo sdo conhecidos os motivos pelos quais ocorre ligagdo preferencial
de BPPs altamente similares aos diferentes sitios ativos da ECA, nem os mecanismos para
explicar a inibi¢do da ECA pelos inibidores direcionados ao sitio ativo. Dessa forma,
estudos adicionais de estrutura-fungdo dos peptideos com a ECA se fazem necessarios para
que sejam desvendados os elementos estruturais criticos na interagdo seletiva dos BPPs

com os dominios C ¢ N da ECA ¢ os mecanismos de inibi¢do dos BPPs.

1.1.3 O precursor de BPP-CNP da glandula de veneno de Bj

Em 1997, um cDNA de 1,8 kb foi isolado da glandula de veneno de Bj codificando uma
unica proteina precursora de 256 residuos de aminodcidos contendo peptideos
potenciadores de bradicinina e um peptideo natriurético tipo-C (CNP, do inglés C-type
natriuretic peptide). O pré-propolipeptideo potenciador de bradicinina ¢ composto de
quatro dominios distintos (figura 2) (MURAYAMA et al., 1997):

- Um peptideo sinal hipotético de 22 residuos de aminoécidos localizado na por¢do N-
terminal do precursor.

- Uma seqiiéncia progenitora dos BPPs de 102 residuos de aminodcidos (26-127)
contendo sete BPPs arranjados em tandem, formando uma estrutura “tipo rosario”.

- Uma seqiiéncia de conexdo (residuos 128-225) com fun¢do desconhecida (Linker).

- Uma regido progenitora (31 residuos) do peptideo de 22 residuos de aminoacidos,

homologo ao CNP de mamifero, localizado na por¢do C-terminal da molécula.

97 aa
22 ml | 31 aa
|
Dominio BPP
102 aa

Figura 2: Esquema da proteina precursora de BPPs da glandula de veneno de Bj separada em dominios
segundo MURAYMA et al., 1997. PS: Peptideo Sinal; Linker: sequéncia de conexdo; CNP: Peptideo
Natriurético Tipo-C.

O dominio BPP ¢ rico em triptofano (9,2 %), prolina (26,2 %) e glutamina (18,5 %). O

mesmo contém cinco cépias de BPPs de 10 a 13 residuos de aminoacidos, flanqueados por



Introdugao - 8

seqiiéncias conservadas de 5 residuos de aminodcidos (VQQWA), e duas repeti¢cdes de
BPPs de 5 residuos de aminoacidos. Cada BPP possui um residuo de glutamina no N-
terminal e um residuo de prolina no C-terminal, segundo a seqiiéncia derivada do cDNA

(MURAYAMA et al., 1997) (Figura 3).

Figura 3: Alinhamento das seqliéncias de nucleotideos e de aminoacidos, esta deduzida, do clone
codificando BPPs e CNP de Bj. A sequéncia de 1733 nucleotideos codifica um precursor de 256
residuos de aminoéacidos composto de 7 BPPs alinhados em tandem (caixas azuis) e um CNP no C-
terminal (caixa amarela). A regido correspondente aos primeiros cinco BPPs esta alinhada de forma a
mostrar os residuos conservados entre as seqiiéncias de BPPs (grifados em vermelho). Os pares de
residuos dibésicos, sinais para o processamento do CNP, nas posi¢cdes 226-227 e 233-234 estéo grifados
em verde (MURAYAMA et al., 1997).

No entanto, acredita-se que, para a completa biossintese dos BPPs, o residuo N-terminal
deva ser ciclizado pela agdo de uma piroglutaminil ciclase, uma vez que a maioria dos
BPPs apresenta um residuo de piroglutamato no N-terminal. Por fim, ndo ha nenhum sinal
de processamento caracteristico de pro-hormonio flanqueando as seqiiéncias de BPPs
(MURAYAMA et al., 1997)

Os peptideos natriuréticos constituem outro grupo de hormodnios peptidicos de
ocorréncia natural envolvido na regulagdo da pressdo arterial e volume sanguineo
(DAVIDSON; BAR; STRUTHERS, 1996). Em contraste com os outros peptideos
natriuréticos, o CNP ¢ sintetizado no cérebro e apresenta efeitos hipotensivos, sem agdes

diurética ou natriurética significantes (CHO; SOMER; AMATYA, 1999).
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Em mamiferos, as formas precursoras de CNP sdo altamente conservadas. No entanto, o
precursor de CNP da glandula de veneno de Bj ndo apresenta similaridade significativa com
seu correlato encontrado em mamiferos, com exce¢do da regido C-terminal de 22
aminoacidos. Essa regido corresponde ao peptideo natriurético maduro é marcadamente
similar ao CNP22 de mamiferos: 19 dos 22 residuos sao compartilhados (MURAYAMA et
al., 1997).

Analises de Northern Blot (MURAYAMA et al., 1997) e estudos de hibridizagio in situ
(HAYASHI et al., 2001) confirmaram a expressdo da proteina precursora de BPP-CNP no
sistema nervoso central e revelaram a presenga da mesma em diversas regides do cérebro
de serpente, tais como o hipotdlamo ventromedial, nucleo paraventricular, orgdo
paraventricular e 6rgdo subcomissural. Essas regides, provavelmente, estdo envolvidas no
controle neuroenddcrino e regulagdo cardiovascular, assim como ¢ descrito para o sistema
nervoso de mamiferos. Mais recentemente, um cDNA altamente similar ao encontrado na
glandula de veneno que codifica para um precursor de BPP-CNP (91,2% de identidade) foi
isolado do cérebro de Bj (HAYASHI et al., 2003). Trés das cinco isoformas de bBPP
(brain-BPP) presentes no precursor do cérebro de Bj (bBPPs de 5, 10 e 13 residuos de
aminodacidos) sdo idénticas aquelas encontradas no precursor da glandula de veneno de Bj.
As outras duas seqiiéncias de bBPPs, constituidas por 11 e 12 residuos de aminoacidos
(bBPP-11e e bBPP-12b), ainda ndo haviam sido descritas (HAYASHI et al., 2003).

A distribui¢do do precursor nessas regides do cérebro de Bj corrobora a hipotese da
existéncia de fun¢des neuroenddcrinas para esses peptideos. Assim, a presenca desse
RNAm em regides do cérebro de Bj correlacionadas com fungdes neuroenddcrinas e a co-
expressdo de BBPs de Bj com o regulador endocrino CNP sugerem, fortemente, que os
BPPs provenientes de cérebro de Bj sejam novos horménios peptidicos, possivelmente
envolvidos na regulacdo da pressdo arterial (HAYASHI et al., 2003).

Uma comparag@o mais detalhada das seqiiéncias de nucleotideos ¢ dos aminoacidos
correspondentes dos precursores de BPP-CNP do cérebro e glandula de veneno de Bj
revelou insercdes/delecdes e mutagdes pontuais no precursor isolado da glandula de
veneno, a maioria delas encontradas nas regides codificantes para os BPPs, acarretando,
assim, em uma grande variedade de peptideos ativos gerados pela glandula de veneno

(HAYASHI; CAMARGQO, 2005). Esse processo de mutagdes aceleradas, no caso dentro do
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dominio BPP, tem sido amplamente observado em toxinas, como fosfolipases A;, sendo
descrito como um efeito de evolugdo acelerada do tipo-Darwiniana (NAKASHIMA et al.,
1995; OHNO et al., 1998).

Dessa forma, a aquisicdo de tal diversidade de isoformas de BPP bioativas no veneno
deve proporcionar uma grande vantagem evolutiva além de refletir as variagdes ambientais,
como, por exemplo, as experiéncias alimentares. Conseqiientemente, os precursores de
BPP-CNP na glandula de veneno provéem um arsenal de toxinas eficientes na ruptura da
integridade fisiologica das presas, servindo ao proposito da alimentagdo e defesa contra
predadores, enquanto a seqiiéncia do precursor cerebral deve preencher as necessidades
fisioldgicas das serpentes, agindo como peptideos endogenos.

Por fim, conclui-se que os BPPs interferem decisivamente na homeostase da circulac@o
sanguinea, a principio inibindo a atividade da ECA. No entanto, sdo desconhecidos a
estrutura tri-dimensional do precursor, a maneira pela qual os BPPs sdo liberados da
proteina precursora e os preceitos envolvidos na inibicdlo da ECA. Portanto, a
caracterizagdo estrutural da proteina precursora de BPPs é de valor inestimavel para a
elucidagdo do mecanismo evolvido no processamento do precursor, evidenciando regides
da proteina mais expostas que, provavelmente, estariam mais propicias a primeira clivagem

enzimatica para a liberagdo dos peptideos.

1.2. Esquizofrenia e doencgas neuroldgicas relacionadas

A esquizofrenia ¢ uma desordem psiquica que afeta cerca de 1 % da populacdo mundial
(BRANDON et al., 2004) sendo caracterizada por disturbios do funcionamento emocional
e social e psicose. E considerada também uma doenca genética complexa, com
herdabilidade consideravelmente alta, que se relaciona a mal-formagdes do hipocampo e
cortex dorsolateral (LIPSKA et al., 2006). A doenga se manifesta, na maioria das vezes, na
adolescéncia e inicio da fase adulta, mas, raramente, na infincia. Recentemente, varios
genes foram identificados como genes candidatos para a suscetibilidade a esquizofrenia,
incluindo neuregulin 1 (STEFANSSON et al., 2002), dysbhindin (STRAUB et al., 2002),
G72 (CHUMAKOV et al., 2002), catechol-O-methyltransferase (EGAN et al., 2001;
BILDER et al., 2002; SHIFMAN et al., 2002), ¢ outros (CRADDOCK et al., 2005;
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HARRISON; WEINBERGER, 2005). Embora esses genes candidatos tenham sido
identificados, os mecanismos moleculares nos quais se baseia a doenga sao desconhecidos.

DISC1 ¢ um dos genes candidatos mais provaveis para a suscetibilidade a esquizofrenia
e doengas relacionadas (MILLAR et al., 2000; BLACKWOQOD et al., 2001; CRADDOCK
et al., 2005). Em uma familia escocesa, a translocagdo cromossomica (1;11)(q42.1;q14.3)
foi associada com doengas psiquicas graves, como a esquizofrenia, desordem bipolar e
depressdo recorrente, porém com predomindncia da sintomatologia da esquizofrenia
(BLACKWOOD et al., 2001). Essa translocagdo interrompe a seqiiéncia que codifica para a
proteina DISC1, acarretando em uma diminui¢do na expressdo dessa proteina ou na deleg¢@o
de 257 residuos de aminoacidos da regido C-terminal da mesma (MILLAR et al., 2005).
Analises usando polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) da regido 1gq42 indicaram
que o gene DISC1 tem um papel importante na etiologia da esquizofrenia (HENNAH et al.,
2003; HODGKINSON et al., 2004; CALLICOTT et al., 2005).

O gene DISC1 codifica uma proteina de 854 aminoacidos que ndo apresenta homologia
com outras proteinas conhecidas e pouca homologia entre espécies (MILLAR et al., 2005).
A seqiiéncia de aminoacidos da DISC1 prediz que esta pode atuar como uma “plataforma”
de interagdo com multiplos motivos de ligagdo, facilitando a formag@o de complexos com
outras proteinas. O dominio N-terminal, supostamente globular, (aminodcidos 1-347)
contém sinais de localizagdo nuclear enquanto o C-terminal (aminoacidos 348-854) ¢
formado por coiled coil, o que sugere um papel de interagdo com outras proteinas, além de
ser importante para o endere¢amento de complexos para os microtibulos. Em culturas
celulares, mutantes da DISC1 que possuem o C-terminal truncado (como predito pela
translocacdo no cromossomo 1g42) dificultam ou impedem o transporte intracelular, a
arquitetura e migracdo neural. A hipotese de que a forma patoldgica da DISC1 encontrada
na familia escocesa seja incapaz de interagir com proteinas parceiras recebeu suporte de
estudos de duplo-hibrido em levedura que confirmaram as proteinas NUDEL (OZEKI et
al., 2003; MILLAR et al., 2003; MORRIS et al., 2003), Fasciculation and elongation
protein zeta 1 (FEZ1) (MIYOSHI et al., 2003), lissencephaly isolated sequence 1 (LIS1)
(BRANDON et al., 2004) e fosfodiesterase 4B (PD4B) (MILLAR et al., 2005) como
ligantes da DISCI1. Entre essas proteinas, a associagdo com a NUDEL e LISI confirma o

fato de que a DISCI contribui para a o desenvolvimento e morfologia neural
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(KHOLMANSKIKH et al., 2003). Atualmente, assume-se que a DISC1 ¢ um fator de risco

genético geral para doengas psiquicas.

1.2.1 DISC1 e sua interacdo com NUDEL

Devido ao fato de a DISC1 ter emergido como o elemento fundamental na etiologia de
doencas mentais € na manutencdo de processos cerebrais normais, a procura dos
mecanismos pelos quais a DISCI exerce essas fungdes tornou imperativa a busca por
proteinas de interagdo. Como descrito acima, a DISCI interage com varias proteinas que
possuem algum papel neurobioldgico, destacando-se a proteina NUDEL.

A proteina NUDEL associa-se com componentes do citoesqueleto e assume importante
papel na estabilizagdo do citoesqueleto, mitose celular, trafego de membranas e migracao
neuronal. Devido ao fato de a DISCI interagir com a NUDEL, supde-se que a DISCI
também deva contribuir para esses eventos (BRANDON et al., 2003, NIETHAMMER et
al., 2000, SASAKI et al., 2000, TAYA et al., 2007, TOYO-OKA et al., 2003, OZEKI et al.,
2003).

O complexo DISC1/NUDEL existe no cérebro de camundongo e ¢ regulado de acordo
com os estagios do desenvolvimento neural. O complexo € expresso no cortex cerebral e
estd, majoritariamente, presente na embriogénese tardia, quando ocorre o desenvolvimento
do cértex no embrido, apresentando-se em nivel bem reduzido na vida pods-natal.
Importantes evidéncias que relacionam a translocacdo em DISC1 com anormalidades
corticais provém de estudos que mostram que a DISC1 mutante afeta a migragao neural.

Além de seu papel na migracdo neural, o complexo DISCI/NUDEL também esta
envolvido nos mecanismos que acarretam o crescimento neural (alongamento axonal), uma
vez que a NUDEL foi, primeiramente, identificada como uma proteina de ligacdo a LISI
(NIETHAMMER et al., 2000; SASAKI et al., 2000) por meio de sua por¢do amino-
terminal, uma regido de coiled coil que compreende o sitio de ligagdo para a LISI.
Mutacdes em LIS1 acarretam lisencefalia tipo 1, que € caracterizada por ma formagdo do
cérebro humano devido a uma reducdo ou auséncia das convolug¢des do cortex cerebral
devido a interrup¢do na migragdo e crescimento cerebral (REINER et al., 1993; HATTORI
et al., 1994, KHOLMANSKIKH et al., 2003). Essas mesmas mutagdes impedem a
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interagdo entre LIS1 e NUDEL, correlacionando a ndo formagdo do complexo
DICS1/NUDEL/LIS1 com a doenga (FENG et al., 2000; SASAKI et al., 2000; SWEENEY
etal., 2001).

O complexo NUDEL/LIS1 inicialmente se distribui nos centros organizadores de
centrOmero e microtubulo e, entdo, é transportado para os cones de crescimento do axdnio
(NIETHAMMER et al., 2000; SASAKI et al., 2000). 14-3-3¢ se liga a NUDEL fosforilada
pela quinase dependente ciclina (cdk5) e mantém a mesma fosforilada, livre da ag¢do de
fosfatases (TOYO-OKA et al., 2003). A deficiéncia de 14-3-3¢ causa defeitos no
desenvolvimento cerebral os quais estdo relacionados a ma localizagdo do complexo
NUDEL/LISI nos neurdnios, sugerindo que a 14-3-3¢ regula a localizagdo axonal do
complexo por meio da manutengdo da NUDEL fosforilada (TOYO-OKA et al., 2003). A
regulacdo do transporte do complexo NUDEL/LIS1/14-3-3¢ aos axoOnios, que causa o
alongamento axonal, ¢ feita por meio da interacdo da DISC1 com a NUDEL presente no
complexo NUDEL/LIS1/14-3-3e. A DISC1 liga-se a NUDEL e a proteina motoras,
favorecendo, assim, a correta localizagdo do complexo no cone axonal (TAYA et al., 2007).

Um ziper de leucina na regido C-terminal da DISC1 ¢ essencial para a interacdo com
NUDEL. Essa regido seria inexistente em uma proteina afetada pela translocacdo
anteriormente descrita, o que impediria as fungdes celulares dependentes do complexo
DICS1/NUDEL. O sitio de ligacdo da DISC1 na NUDEL ¢ altamente conservado entre
espécies, sendo os residuos L266 e E267, essenciais para a interagdo DISC1/NUDEL,
conservados em todos os homdlogos conhecidos (SWEENEY et al., 2001). Esse dominio
de ligacdo da NUDEL com a DISC1 ¢é compartilhado com a cadeia pesada da dineina
(proteina motora) (SASAKI et al., 2000), sugerindo que a DISC1 pode inibir ou modular a
interagdo da NUDEL com a dineina e, conseqiientemente, interferir na localizagcdo celular
do complexo.

Analisando-se todas as associagdes do complexo DISCI/NUDEL com processos
celulares relacionados a migragdo e crescimento neural que, por sua vez, dependem de
interagdes importantes com componentes do citoesqueleto (proteinas motoras) € do sistema
de fosforilagdo/desfosforilacdo celular, conclui-se que DISC1 e NUDEL formam um
complexo de alto peso molecular consistente com o tamanho do complexo no qual a DISCI

¢ encontrada no cérebro de camundongo (BRANDON et al., 2004), sugerindo, entdo, uma
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rede complexa de interacdes protéicas no citoplasma dos neuronios. Esse fato origina uma
conexdao ndo precedente do complexo primario DISCI/NUDEL com a etiologia da

esquizofrenia, da lisencefalia e, potencialmente, de outras doengas psiquicas relacionadas.

1.2.2 NUDEL

Neuropeptideos que desempenham uma multiplicidade de fungdes neuroquimicas sdo
abundantes no sistema nervoso central. A modulacio de suas agdes especificas depende da
atividade de enzimas proteoliticas presentes no tecido nervoso. Essas enzimas podem
causar completa inativacdo ou conversdo desses neuropeptideos em homologos menores e
ativos (HAYASHI et al., 2000). A NUDEL ¢ uma oligopeptidase ativada por tiol que cliva
oligopeptideos de 7 a 13 residuos de aminoacido. O residuo C273 ¢ essencial para a
atividade enzimatica, sugerindo que a NUDEL perteng¢a a familia das cisteino-peptidases. A
NUDEL foi, primeiramente, isolada devido a sua habilidade em inativar peptideos
bioativos, como a bradicinina e neurotensina e, também, em converter peptideos opidides
em encefalinas (OLIVEIRA et al.,, 1976, CAMARGO et al.,, 1979). A NUDEL ¢
responsavel por cerca de 70% da atividade peptidasica encontrada no cérebro de rato e
coelho, sendo essa atividade enzimatica maior no cérebro de rato e coelho do que em
qualquer tecido periférico, o que € consistente com as analises imunoquimicas, western e
northern blotting e hibridizacdo in situ (HAYASHI et al.,, 2000). A NUDEL esta,
possivelmente, envolvida na modulagdo da atividade neuropeptidica, uma vez que essa
enzima ndo esta confinada somente no citosol de neurénios, sendo encontrada também fora
da célula. Esse fato, suportado pela forte correlagdo entre a localizagio do RNAm da
NUDEL e a ocorréncia de seus substratos no cérebro de rato, sugere que a NUDEL pode ter
um papel pardcrino e assim modular a a¢do de neuropeptideos por meio de sua atividade
peptidasica (HAYASHI et al., 2001).

A NUDEL ¢ homdloga a proteina nudE de Aspergillus, a qual é produto do gene nudE,
membro de um grupo de genes importantes na migracdo nuclear em fungos (EFIMOV;
MORRIS, 2000; KITAGAWA et al.,, 2000). Analises da sua seqiiéncia revelaram a
presenca de um motivo tipico de metaloprotease [HEXXH] na por¢do C-terminal (H483,

E484 e H487). Além das duas histidinas do motivo coordenando o zinco catalitico, postula-
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se a existéncia de um terceiro residuo responsavel pela coordenagdo do metal. Na NUDEL,
especula-se que o terceiro residuo seja o acido glutamico localizado a 10 residuos da H487
(E497) (HAYASHI et al., 2000). A atividade de oligopeptidase da NUDEL ¢ exercida pela
sua forma monomérica, sugerindo que, quando presente em complexos, como
DISC1/NUDEL, a proteina ndo apresenta atividade enzimatica. A inibi¢do da atividade
enzimatica perante ligagdo com DISC1 € explicada pela proximidade entre o sitio de
ligagdo da DISC1 na NUDEL (L266 e E267) e o sitio catalitico situado proximo ao residuo
273 (HAYSHI et al., 2005). Dessa forma, a translocagdo em DISC1 produz uma proteina
mutante incapaz de ligar a NUDEL e, conseqiientemente, de inibir sua atividade,
acarretando em um aumento da atividade oligopeptidasica da NUDEL e em alteragdes no
nivel de seus substratos. Sabe-se que, dentre os substratos da NUDEL, existem alguns
neuropetideos que estdo implicados na patofisiologia da esquizofrenia, como a neurotensina
(HAYSHI et al., 2005).

Assim, pode-se concluir que a NUDEL possui dois papéis fisiologicos fortemente
entrelacados. O primeiro relaciona-se a sua associagdo com proteinas citosolicas como
DISC1, LISI, 14-3-3¢, essencial para o funcionamento normal do cérebro devido ao
envolvimento em processos como crescimento e migragdo neural. O segundo diz respeito a
sua atividade peptidasica, sugerindo sua participacdo na regulagdo da agdo de neuropetideos
do sistema nervoso central. Esses dois papéis desempenhados pela NUDEL associam-na a
pelo menos duas doengas relacionadas ao desenvolvimento do cortex cerebral:
esquizofrenia e lisencefalia. Portanto, estudos estruturais da proteina NUDEL podem
confirmar as predicdes sobre a disposi¢do e organizacdo dos motivos importantes para
interagdo com DISCI, LIS1, 14-3-3¢ e dineina, esclarecer detalhes do sitio de ligacdo a
zinco e do sitio de fosforilagcdo pela cdk5, bem como elucidar seu mecanismo catalitico.
Essas informagdes estruturais podem complementar os dados funcionais da proteina e
propiciar um melhor entendimento da dindmica neural responsavel pela etiologia de

doencgas mentais.
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Capitulo 2. Objetivos

2.1 Proteina Precursora de BPPs

O objetivo geral deste trabalho foi expressar e purificar, em quantidade e pureza
suficientes para estudos cristalograficos, duas constru¢des da proteina precursora de BPPs
provenientes da glandula de veneno de Bj, o dominio BPP e os dominios BPP+CNP. Com o
fim de obter a producdo das constru¢cdes em larga escala e alto grau de pureza, duas
estratégias foram utilizadas. A primeira consistiu na reprodu¢@o em larga escala do método
de expressdo e purificagdo estabelecido pela Prof'. Dr". Mirian Hayashi do CAT-CEPID
(Instituto Butantan) por meio da producdo de muitos litros de cultura da bactéria portando o
gene das proteinas recombinantes. A segunda estratégia promoveu modificagdes no método
de expressdo para maior rendimento e pureza das proteinas por litro de cultura. Como
objetivos especificos tém-se:

- Expressdo das construgdes em sistema de expressdo procariotico (Escherichia coli);

- Purificagdo por cromatografia de afinidade;

- Analise da pureza por SDS-PAGE e identificacdo por Western Blotting;

- Renaturacdo (quando necessario);
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- Anélises espectroscopicas das proteinas por dicroismo circular e emissao intrinseca de
fluorescéncia;

- Ensaios de cristalizagao.

2.2 NUDEL

O principal objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia para expressdo e
purificacdo da proteina recombinante em quantidade, pureza e enovelamento adequados
para estudos estruturais. Como objetivos especificos tém-se:

- Expressdo das construgdes em sistema de expressdo procariotico (Escherichia coli);

- Purificagdo por cromatografia de afinidade;

- Analise da pureza por SDS-PAGE;

- Renaturacdo (quando necessario);

- Anélises espectroscopicas das proteinas por dicroismo circular e emissao intrinseca de
fluorescéncia;

- Analise de espalhamento dindmico de luz;

- Ensaios de cristalizagdo na auséncia e presenga de aditivos.
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Capitulo 3. Procedimentos
Experimentais

3.1 Proteina Precursora de BPPs

Os clones da proteina percussora do dominio BPP e dos dominios BPP+CNP
provenientes da glandula de veneno Bj foram gentilmente cedidos pelo grupo do Prof. Dr.
Antdénio Carlos Martins de Camargo - Instituto Butantan/CAT/CEPID. Para a expressao ¢
purificacdo das constru¢cdes da proteina precursora utilizaram-se dois procedimentos
diferentes. A primeira metodologia (Metodologia A) consiste na aplicagdo, em grande
escala, dos procedimentos previamente determinados pela Prof®. Dr”. Mirian Hayashi com
pequenas modificacdes. A segunda metodologia (Metodologia B) descreve os
procedimentos utilizados para a maximiza¢do da expressdo da proteina recombinante e

aumento da pureza apos purificagio.
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3.1.1 Metodologia A

3.1.1.1 Transformacé&o de bactérias competentes por choque térmico.
Materiais
— Meio SOC: 0,5 % de extrato de levedura, 2 % de triptona, 10 mM de NaCl, 2,5 mM
de KCl, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO,4, 20 mM de glicose.
Métodos
50 pl de células competentes BL21 (DE3) Codon Plus foram incubados, em banho
de gelo, por 30 minutos com 50 pg do clone contendo o inserto ligado ao vetor pProEx
(Invitrogen). Apds esse periodo, a mistura de células e DNA foi incubada por 2 minutos em
banho a 42 °C e, em seguida, incubada no gelo por 3 minutos. Apds o choque térmico,
acrescentou-se 950 pl de meio SOC a mistura de células e DNA e seguiu-se incubagio por
1 hora sob agitagdo (200 rpm) a 37 °C. As células foram, entdo, plaqueadas em placa
contendo meio LB + agar (LB Agar — Lennox L Agar — GIBCO BRL) com ampicilina a
100 pg/ml. A placa foi incubada em estufa a 42 °C por 18 horas. As bactérias que

cresceram foram selecionadas para a indug@o da expressdo protéica.

3.1.1.2 Expressao
Métodos

Uma colonia selecionada da placa de transformacdo foi usada para preparacdo do
inéculo em 20 ml de LB (LB Broth Base — Lennox L Broth Base — GIBCO BRL) com 100
pg/ml de ampicilina, em tubo com capacidade para 50 ml. O indculo foi incubado sob
agitacdo por 18 horas a 37 °C. Apods a incubagdo, o indculo foi diluido (1:50) em 1 L de
meio LB e, em seguida, a cultura foi incubada sob agitagdo a 37 °C até o crescimento
celular ser observado por meio da densidade optica no valor de 0,6.

A indugdo da expressdo das proteinas foi feita pela adi¢cdo de IPTG (Isopropylthio-
B-D-galactoside — Invitrogen) utilizando-se uma concentra¢do final de 0,5 mM (para
dominio BPP) ou 1 mM (para dominios BPP+CNP) por litro de cultura por 4 horas sob
agitacdo (200 rpm) a 30 °C. Apos a indugdo, a cultura foi centrifugada em tubos com
capacidade para 250 ml a 4000 x g, 20 minutos, 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o

precipitado de bactérias foi ressuspenso em salina 0,9 % e transferido para tubo com
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capacidade para 50 ml. Seguiu-se outra centrifugacdo a 4000 x g, 20 minutos, 4 °C. O
precipitado de bactérias foi, entdo, congelado em tubos com capacidade para 50 ml no

freezer a —20 °C.

3.1.1.3 Purificacéo
Materiais
— Tampao A (usado na Purificagdo do Dominio BPP): 100 mM de KCI, 20 mM de

imidazol, 10 % de glicerol e 20 mM de Tris-HCI pH 8,5.

— Tampao Al (usado na Purificagdo dos Dominios BPP + CNP): 100 mM de KClI, 40

mM de imidazol, 10 % de glicerol e 20 mM de Tris-HCI pH 8,5.

— Tampao B: 100 mM de KCI, 250 mM de imidazol, 10 % de glicerol ¢ 20 mM de

Tris-HCI pH 8,5.

Métodos

O precipitado de bactérias proveniente da expressdo foi ressuspenso em 20 ml de
Tampao A, no gelo. Em seguida, a sonicagdo foi feita no gelo (pulsos de 40 %, por 30
segundos, 6 repeticdes com intervalos de 30 segundos entre os pulsos) no aparelho
VirSonic.

Seguiu-se a centrifugagdo a 4 °C por 15 minutos a 8000 x g em tubos de centrifuga
de 50 ml. O sobrenadante foi incubado, em tubo com capacidade para 50 ml, sob agitacdo
por 10 minutos a 4 °C em um volume de resina Ni-NTA (Nitrilo triacetato) Agarose Beads
(Quiagen) de 500 pl, ja equilibrado com tampao A.

Apoés a incubagdo, seguiu-se a centrifugacdo a 1100 x g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi retirado e a resina foi lavada 5 vezes de 10 ml com tampao A.

A resina foi, entdo, transferida para tubo com capacidade para 2ml com 500 ul
tampao A e uma aliquota de 20 pl foi retirada para anélise por SDS-PAGE. Centrifugou-se
a resina com Tampao A por 5 minutos a 1100 x g a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado e a resina foi incubada com 1 ml de Tampao B por 1
hora sob agitagcdo a 4 °C. Centrifugou-se a resina com Tampao B por 5 minutos a 1100 x g
a 4 °C e reservou-se o Fluato 1. Acrescentou-se mais 1 ml de tampdo B a resina para

incubagao por 14 horas sob agitacdo a 4 °C.
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No dia seguinte, reservou-se o Eluato 2 e adicionou-se mais 500 pl de Tampao B.
Seguiu-se a centrifuga¢do por 5 minutos a 1100 x g a 4 °C e os 500 ul do sobrenadante
foram adicionados ao Eluato 2.

A resina foi lavada com 500 pl de Tampao A e uma aliquota de 20 pl da mistura da
resina mais Tampdo A foi retirada para andlise em SDS-PAGE para verificar se toda

proteina recombinante desejada foi eluida da resina.

3.1.1.4 Anélise de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Materiais
— Aparato de eletroforese da Bio-Rad (cuba, fonte, placas de vidro).
— Solucdo do Gel Separador 12,5 %:
Para preparagdo de uma placa: 4,17 ml de 30 % acrilamida/0,8 % bis-acrilamida, 5 ml
de Tris-HCI/SDS pH 8,8 (1,5 M Tris-HCI contendo 0,4 % de SDS), 0,8 ml de agua, 50
pul de persulfato de amonio a 10 % e 15 pul de TEMED (N, N, N’, N’-
tetrametiletilenediamina).
— Solu¢do do Gel Concentrador 4 %:
Para preparagdo de duas placas: 0,75 ml de 30 % acrilamida/0,8 % bis-acrilamida, 2,5
ml de Tris-HC1/SDS pH 6,8 (0,5 M Tris-HCI contendo 0,4 % de SDS), 1,83 ml de agua,
30 pl de persulfato de amonio a 10 % e 6 ul de TEMED.
— Tampao de Amostra: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 2 mM EDTA, 1 % SDS, 5 % B-
mercaptoetanol, 8 % glicerol, 0,025 % azul de bromofenol.
— Tampao de corrida: 25 mM Tris base, 250 mM glicina, 0,1 % (w/v) SDS
— Corante Comassie Blue: 50 % (v/v) metanol, 10 % (v/v) acido acético e 0,25 %
(v/v) Commassie Blue
— Descorante: 12,5 % (v/v) de metanol e 5 % (v/v) acido acético.
Métodos
Apos a montagem das placas de vidro segundo as instrugdes do fabricante, a
solucdo do gel separador foi preparada e imediatamente aplicada entre as placas de vidro. A
superficie da solug¢do do gel separador foi, entdo, coberta com uma camada de butanol até a
apropriada polimerizacdo do gel. Removeu-se, em seguida, a camada de butanol e a solugao

do gel concentrador foi preparada e aplicada sobre a camada do gel separador. O pente foi
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encaixado na superficie do gel concentrador e esperou-se até a apropriada polimerizagao do
mesmo.

Seguindo-se a montagem e preparacdo do gel, o mesmo foi colocado na cuba de
eletroforese com tampao de corrida de forma que os pogos do gel concentrador estivessem
imersos em tampao.

A preparagdo da amostra para aplicacdo no gel consistiu na dilui¢do da proteina na
propor¢do de 1:1 em tampao de amostra seguida do aquecimento a 100 °C por 5 minutos.
Apos a aplicagdo da amostra nos pogos, a cuba foi conectada a fonte e uma corrente de 30
mA (120 V) foi aplicada para a corrida do gel. Para visualizagdo, os géis foram corados
com Coomassie blue por 30 minutos e descorados em solucdo de 5% de acido acético e

12,5% de metanol.

3.1.1.5 Western Blotting

Materiais

Marcador molecular: Full-Range Rainbow™ Molecular Weight Marker RPN800V
GE Healthcare

— Esponja

— Papel de filtro

— Membrana de transferéncia de nitrocelulose

— Aparato de eletroblotting.

— Tampao de Transferéncia: 14,4 g Glicina, 3 g de Tris, 200 ml de metanol e 800 ml
de 4gua.

— Tampao TTBS (Tween 0,05 % + Tris Buffered Saline): 100 mM Tris-HCI pH 7,5,
0,9 % NaCl, Tween 0,05 %.

— Tampao do substrato da Fosfatase Alcalina: 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM
NaCl e 5 mM de MgCL,.

— Albumina (BSA) 3 % (diluida em TTBS)

— Anticorpo Primério Anti-CNP (diluigdo 1:1000 em TTBS) e anti His-tag (dilui¢do
1:1000 em TTBS)

— Anticorpo Secundario (dilui¢do 1:5000 em TTBS)

— Solugido estoque de NBT (Nitroblue terazolium)- 0,05 g em 1 ml de DMF 100 %
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— Solucgdo estoque de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- phosphate) — 0,05 g em 1

ml de DMF 70 %

Métodos

Primeiramente, um gel 12 % desnaturante foi preparado para a separacdo da
amostra. Para tanto, usou-se marcador molecular pré-corado com o objetivo de indicar o
sucesso da transferéncia, a orientacdo da membrana e o peso molecular da amostra.

O sandwich de transferéncia foi montado imerso em tampao de transferéncia e
colocado no aparato de eletroblotting de forma que o gel ficasse posicionado do lado do
catodo e a membrana de nitrocelulose do lado do anodo. A transferéncia foi feita por 14
horas a 30 volts. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com uma solugdo
contendo BSA (BSA 3 %) por 2 horas sob agitacdo. Retirou-se a albumina e a membrana
foi incubada com anticorpo primdrio por 1 hora sob agitacdo a temperatura ambiente. A
membrana foi, entdo, lavada 3 vezes de 15 minutos com TTBS sob agitagdo. Colocou-se o
anticorpo secundario e seguiu-se incubacdo por 1 hora. A membrana foi novamente lavada
com TTBS por 3 vezes de 15 minutos e logo a visualizagdo cromogénica foi feita pela
adicdo de 66 pl da solucdo estoque de NBT e 33 pl da solugdo estoque de BCIP em 10 ml
de Tampao do substrato da Fosfatase Alcalina. Parou-se a reacdo com a adi¢do de TTBS e

secou-se a membrana.

3.1.1.6 Dialise e Concentracéo
Materiais
— Tampao de Diélise: 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM NaCl, 5 % glicerol, | mM
Azida.
Métodos
Os eluatos foram concentrados e dialisados utilizando-se os concentradores Amicon

Ultra —15 de 10000 Da (Millipore) contra tampao de dialise a 4°C a uma rotagdo de 5000 x
g.



Procedimentos Experimentais - 24

3.1.1.7 Quantificacdo (BRADFORD, 1976)
Materiais
— Solugdo de coomassie brilliat blue — dissolver 100 mg de Coomassie Brilliant Blue
G-250 em 50 ml de etanol 95 %. Adicionar 100 ml de acido fosforico 85 %.

Adicionar dgua até completar 1 L. Filtrar com filtro 0,22 pm.

Métodos

Em dez tubos com capacidade para 1,5 ml foram colocadas aliquotas da solugdo de
BSA (Bovin Serum Albumin) a 2 mg/ml em duplicata (2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5 ul) e essas
aliquotas foram diluidas para 20 pl com tampao e adicionou-se 200 pl de 1 M de NaOH.
Em outros dois tubos com capacidade para 1,5 ml, foram colocados 200 pl de 1 M de
NaOH e 20 pl de tampao (branco).

Adicionou-se, entdo, 1 ml da solugdo de coomassie brilliant blue e misturou-se bem.

Determinou-se a absorbancia a 595 nm usando uma cubeta de poliestireno de
caminho 6tico de 1 cm e fez-se uma curva padrdo plotando a absorbancia a 595 nm versus a
concentra¢do da BSA.

Determinou-se a absorbancia das amostras das proteinas recombinantes e usou-se a

curva padrdo para determinar a concentragdo das amostras.

3.1.1.8 Dicroismo Circular (CD)
Métodos

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados no espectropolarimetro
JASCO J-810 (JASCO), com um controlador de temperatura Peltier type control system
PED 4258S. O programa utilizado para registro dos dados foi o Spectra manager® (JASCO).
Os espectros de dicroismo circular no UV distante (260-190 nm) foram adquiridos
utilizando-se uma cubeta de quartzo de 2 mm de caminho 6tico, em temperatura ambiente,
com velocidade de varredura de 20 nm/minuto e tempo de resposta de 1 segundo. O
espectro final foi obtido pela acumulacdo de 6 varreduras. A contribui¢cdo do solvente foi
eliminada subtraindo seu espectro daquele da proteina. As proteinas recombinantes foram

utilizadas na concentragdo de 0,1 mg/ml em tampao 10 mM de Tris-HCI pH 8,0 .
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Os valores obtidos na leitura de CD (mili graus) foram convertidos em elipticidade
molar residual [0] através dada pela expressdo (ADLER et al., 1973):

fo]= —°

"I0LCN

onde O ¢ a elipticidade medida (graus), L € o caminho 6tico em centimetros (cm), C € a
concentragdo molar (M) e N € o numero de aminoécidos da proteina. Os dados convertidos
foram graficados utilizando-se o programa ORIGIN 7.1. Para determinar a porcentagem de
estrutura secundaria da proteina de fusdo, utilizou-se o programa CDNN deconvolution
(http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/), € uma base de dados contendo 33
espectros de CD de diferentes proteinas. Os erros intrinsecos ao calculo de porcentagem de

estrutura secundaria foram indicados em cada tabela.

3.1.1.9 Emisséo intrinseca de fluorescéncia
Métodos

Os estudos de emissdo intrinseca de fluorescéncia foram realizados no
espectrometro de fluorescéncia AMINCO-Bowman Series 2, utilizando-se uma cubeta de
quartzo 1 x 0,4 cm em temperatura ambiente.

A proteina foi excitada com uma radiacdo incidente de 295 nm (excitagdo do
aminodcido triptofano, de forma majoritaria) e os espectros de emissdo foram coletados em
um intervalo de comprimento de onda de 300 e 500 nm, com velocidade de varredura de 1
nm/segundo e tempo de resposta automatico. A contribui¢do do solvente foi eliminada
subtraindo seu espectro daquele da proteina. Os dados foram graficados utilizando-se o
programa ORIGIN 7.1. Os valores de An:x de emissdo foram obtidos dos espectros de
emissdo de fluorescéncia.

As proteinas recombinantes estavam em uma concentracdo de 0,05 mg/ml em

tampao 10 mM Tris-HCI pH 8,0.
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3.1.1.10 Cristalizacéo
Métodos

Os ensaios iniciais de cristalizagdo foram realizados no Laboratorio Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS) utilizando-se o Cartesian Honeybee crystallization robot (Genomic
Solutions, Ann Arbor, MI, USA).

Utilizou-se a estratégia da matriz esparsa (ou fatorial incompleto) (Jancarik & Kim,
1991), cujas condigdes sdo baseadas em experimentos de cristalizagdo de sucesso
encontrados nos bancos de dados, e do grid screen, que avalia sistematicamente dois
fatores, como o precipitante, em varias concentracdes e diferentes valores de pH.

Foram testadas 672 condi¢des de cristalizacdo, preparadas pelo robd Matrix Maker
(Emerald BioSystems), pelo método de difusdo de vapor em gota sentada em placa de 96
pocos, sendo o volume de proteina usado por pogo de 0,3 ul. A concentragdo da proteina

concentrada foi de 7 mg/ml.

3.1.2 Metodologia B

3.1.2.1 Transformacao de bactérias competentes por choque térmico
Métodos

50 uL de bactérias competentes BL21 (DE3) foram incubadas com o plasmideo
contendo o inserto do dominio BPP em pProEx (Invitrogen) por 30 minutos, em banho de
gelo, antes de prosseguir com o choque térmico: 42 °C por 2 minutos, gelo por 3 minutos.
Apds a adicdo de 950 uL de meio SOC, as bactérias foram mantidas sob agitacdo a 200
rpm, a 37 °C por 1 hora. A suspensdo de bactérias foi, entdo, inoculada em placa LB-agar
contendo ampicilina e cloranfenicol (concentragdo de 100 pg/ml e 34 pg/ml,
respctivamente), e mantidas em estufa a 37 °C por 18 horas. As colonias de bactérias
resistentes aos antibidticos foram selecionadas para os testes de indugdo da expressdo

protéica.
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3.1.2.2 Testes de expressao
Materiais
— Meio Fermentativo: 10 g de Peptona, 5 g de extrato de levedura, 7,7 g de K;HPO,,
2 g de KH,POy4, 2 g de (NH4)2SOy4, 1,0 g de citrato de sdédio, 2 mM de MgSQOy, 0,2
mM de CaCl,, 0,1 % de glicose
— Meio 2YT: 16 g de triptona, 10 g de extrato de levedura e 5 g de NaCl.
Métodos

Duas colonias da placa de transformagdo foram utilizadas para preparagdo de dois
in6culos de 3 ml, um em meio 2YT e outro em meio Fermentativo, com ampicilina
(concentragdo final de 100 pg/ml) e cloranfenicol (concentragdo final de 34 pug/ml) em
tubos com capacidade para 15 ml. Os indculos foram incubados sob agitagdo (200 rpm) por
18 horas a 37 °C. Apds a incubagdo, 100 ul de cada inoculo foram diluidos em 3 tubos
contendo 20 ml de meio 2YT e 3 tubos contendo 20 ml de meio Fermentativo em frascos
com capacidade para 100 ml e, em seguida, a cultura foi incubada sob agitagdo (200 rpm) a
37 °C até o crescimento celular ser observado por meio da densidade optica (O.D.).

Para cada meio de cultura, foram testadas trés diferentes densidades oOpticas de
indugdo (0,8, 1,5 ¢ 2,0) e, para cada densidade oOptica, trés tempos de indugdo diferentes
para (4 h, 8 h e 16 h). A utlizacdo de altas densidades oticas (1,5 e 2,0) e de longos tempos
de inducdo utilizados (8h e 16h) teve como objetivo testar a indugdo das proteinas
recombinantes fora da fase logaritmica como descrito por Flick et al. 2004.

A indugdo foi feita utilizando-se uma concentracdo final de IPTG de 1 mM sob
agitagcdo (200 rpm) a 37 °C. Uma amostra de 1 ml correspondendo ao controle ndo-induzido
foi retirada antes da indug@o de cada um dos frascos. Apos 4, 8 ¢ 16 h de indugdo, amostras
de 1 ml foram retiradas. Todas as amostras foram centrifugadas a 10000 x g, 5 minutos, 4
°C e ressuspensas em 50 pl de tampdo de amostra para anélise da expressdo em SDS-

PAGE.

3.1.2.3 Teste de solubilidade
Materiais
— Tampao de lise: 300 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 10 % de glicerol e 20 mM
de Tris-HCI pH 8,0.
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Métodos

Uma colodnia da placa de transformagao foi utilizada para preparagdo de um inoculo
de 3 ml em meio 2YT com ampicilina (concentragdo final de 100 pg/ml) e cloranfenicol
(concentragdo final de 34 ug/ml) em tubos com capacidade para 15 ml. Os indculos foram
incubados sob agitacdo (200 rpm) por 18 horas a 37 °C. Apds a incubagdo, 100 pl do
in6culo foram diluidos em tubos contendo 20 ml de meio 2YT em frascos com capacidade
para 100 ml e, em seguida, a cultura foi incubada sob agitagdo (200 rpm) a 37 °C até o
crescimento celular ser observado por meio da densidade optica.

Foram testadas trés diferentes temperaturas (37, 30 e 25 °C) e tempos de indugao (4
h, 8 h e 16 h) para a densidade dptica de indugdo de 1,5. Dois frascos foram utilizados para
testar densidades Opticas de indug@o no valor de 2,5 e 3,0 a 37 °C por 4 h (Flick et al.
2004).

A indugdo foi feita utilizando-se uma concentra¢do final de IPTG de 1 mM sob
agitagdo (200 rpm). Uma amostra de 1 ml correspondendo ao controle nado-induzido foi
retirada antes da inducdo de cada um dos frascos. Apos a inducdo, os 20 ml de cultura
foram centrifugados a 10000 x g, 15 minutos, 4 °C. A ressuspensdo foi feita em 1,5 ml de
tampao de lise para cada uma das culturas. As amostras foram sonicadas no gelo (pulsos de
40 %, por 15 segundos, 5 repeti¢gdes com intervalos de 30 segundos entre os pulsos) no
aparelho VirSonic e centrifugadas a 4 °C por 10 minutos a 18600 x g. O sobrenadante foi
reservado e uma aliquota foi utilizada para andlise em SDS-PAGE. A fra¢ao insoluvel foi
ressuspensa em 200 pl de tampao de amostra e uma aliquota foi utilizada para analise em

SDS-PAGE.

3.1.2.4 Expressao
Métodos

Uma coldnia da placa de transformacao foi usada para prepara¢do do indculo em 20
ml de 2YT com 100 pg/ml de ampicilina e 34 pg/ml de cloranfenicol, em frasco com
capacidade para 100 ml. O inoculo foi incubado sob agitagdo por 18 horas a 37 °C. Apds a

incubagdo, o indculo foi diluido (1:50) em 1 L de meio 2YT e, em seguida, a cultura foi
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incubada sob agitacdo a 37 °C até o crescimento celular ser observado por meio da
densidade 6ptica no valor de 1,5.

A inducdo da expressdo protéica foi feita utilizando-se IPTG em uma concentracio
final de 1 mM por 16 horas sob agitacdo (200 rpm) a 37 °C. Apds o tempo 6timo de
indugdo, a cultura foi centrifugada em tubos com capacidade para 250 ml a 4000 x g, 20
minutos, 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de bactérias foi, entdo,

congelado no freezer a —20° C.

3.1.2.5 Isolamento e purificacdo de corpos de inclusao
Materiais
— Tampao de Lise: 20 mM de Tris-HCI pH 7,5
— Tampao A: 100 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCl pH 7,5 ¢ 8

M de uréia.

— Tampao B: 100 mM de NaCl, 500 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5 e

8 M de uréia.

Métodos

As bactérias coletadas por centrifugacdo apos 16 horas de indug¢do foram
ressuspensas 25 ml de tampao de lise. Em seguida, a lise bacteriana foi feita por sonicagéo,
em banho de gelo, (pulsos de 40 %, por 30 segundos, 10 repetigdes com intervalos de 30
segundos entre os pulsos) no aparelho VirSonic e centrifugada por 15 minutos a 18600 x g,
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado 3 vezes com 30 ml de
tampao de lise. A fracdo insoluvel foi entdo ressuspensa em 20 ml de tampdo de extrag@o
(tampao A) e centrifugada a 13700 x g, 4 °C, por 20 minutos.

O sobrenadante contendo o dominio BPP em fusdo com a cauda de poli-histidina
foi, entdo, purificado por cromatografia de afinidade utilizando-se a resina comercial Ni-
NTA (Nitrilo triacetato) Agarose Beads (Quiagen), sob condigdes desnaturantes.

A 1 ml de resina Ni-NTA, sendo essa equilibrada com 10 volumes de coluna (vc)
com tampao A, acrescentou-se a amostra desnaturada e a fragdo da mesma nao retida na
matriz foi coletada e reservada. Lavou-se a coluna com 30 vc de tampdo A sem imidazol, e,

em seguida, eluiu-se a proteina com 10 ml de tampao B em fragdes de 1 ml.
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3.1.2.6 Anélise de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Métodos

Aliquotas das fragdes soluveis e insoluveis dos lisados bacterianos e das fragdes
purificadas foram analisadas por SDS-PAGE, em géis de poliacrilamida a 12,5%. As
amostras foram diluidas na proporg¢do de 1:1 com tampao de amostra, e foram desnaturadas
a 100 °C, por cinco minutos, antes de serem aplicadas nos géis. As eletroforeses foram
realizadas a temperatura ambiente a 30 mA. Apds a eletroforese, os géis de poliacrilamida
foram corados por 30 minutos em uma solugdo de Coomassie Blue e descorados em

solucdo de 5% de acido acético e 12,5% de metanol como especificado na se¢do 3.1.1.4.

3.1.2.7 Experimentos de Renaturacao
I. Renaturacéo em Coluna
Materiais
— Tampao A: 100 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCl pH 7,5 ¢ 8
M de uréia.
— Tampéo B: 100 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5 ¢ 0
M de uréia.
— Tampdo C: 100 mM de NaCl, 500 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5 e
0 M de uréia.
Métodos
Ap6s purificagdo do dominio BPP sob condi¢des desnaturantes e analise da pureza
por SDS-PAGE, as fragdes puras da eluicdo foram dialisadas contra tampao A e incubadas
em coluna de niquel. Executou-se um gradiente linear de 8M de uréia (Tampao A) a OM de
uréia (Tampao B) sob fluxo de 0,5 ml/min por 8 horas a 4 °C em HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) . A proteina foi, entdo, eluida da coluna com 10 ml de tampado C

em fragdes de 1ml.

ii. Renaturacdo por dialise

Materiais
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— Tampdo A: 100 mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5, 10 % de glicerol e 4 M

de uréia.
— Tampao B: 100 mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5, 10 % de glicerol e 2 M

de uréia.
— Tampao C: 100 mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5, 10 % de glicerol e 0 M

de uréia.

Métodos

Ap0s purificacdo do dominio BPP sob condi¢gdes desnaturantes e andlise da pureza
por SDS-PAGE, as fracdes puras da eluicdo foram colocadas em membranas semi-
permeaveis de 10000 Da e dialisadas por 12 horas contra tampao A, seguida de mais 12

horas contra tampao B e, entdo, tampéo C a 4 °C.

iii. Renaturacdo por Dilui¢cdo
Materiais
— Tampéo de Diluigdo: 100 mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCI1 pH 7.5, 30 % de
glicerol, 1 mM de Glutationa Reduzida, 1 mM de EDTA, 500 mM de L-Arginina.
Aditivos: PEG 4000, etilenoglicol, triton-X, guanidine, glicina.
Métodos
Apos purificagdo do dominio BPP sob condigdes desnaturantes e analise da pureza
por SDS-PAGE, as fra¢des puras da eluicdo foram diluidas 60 vezes, gota a gota, em

tampao de diluigdo por 24 horas a 4 °C sob agitagao.

3.2 NUDEL

O clone da proteina NUDEL (do inglés Nuclear Distribution Element-Like) de
Rattus novergicus foi gentilmente cedido pelo grupo do Prof. Dr. Antonio Carlos Martins
de Camargo - Instituto Butantan/CAT/CEPID. Para a obten¢do de proteina recombinante
para estudos cristalograficos, almejou-se a determina¢do de um protocolo de expressdo e

purificac@o para a obtengdo de proteina enovelada em grande quantidade e alta pureza.
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3.2.1 Transformacéo de bactérias competentes por choque térmico
Métodos

Para a transformacdo de E. coli BL21 (DE3) competente, 50 uL de bactérias foram
incubados com 2 pL (~400 ng) de DNA plasmideal contendo o inserto de interesse ligado
ao vetor pET21 (Novagen) e a mistura foi mantida em banho de gelo por 30 minutos, antes
de prosseguir com o choque térmico: 42 °C por 2 minutos, banho de gelo por 3 minutos.
Apds a adigdo de 950 uL de meio LB, as bactérias foram mantidas sob agita¢ao a 200 rpm,
a 37 °C por 1 hora. A suspensdo de bactérias foi inoculada em placas LB-agar contendo
ampicilina (100 pg/ml) e cloranfenicol (34 pg/ml), e as placas foram mantidas em estufa a
42° C por 18 horas. As bactérias que cresceram foram selecionadas para os testes de

indugdo da expressdo protéica.

3.2.2 Expressao
Materiais
— Tampao de Lise: 20 mM de Tris-HCI pH 7,5

Métodos

Uma colonia da placa de transformacdo foi pré-inoculada em LB com 100 pg/ml de
ampicilina e 34 pg/ml de cloranfenicol. O in6culo foi incubado sob agitacdo por 18 horas a
37 °C. Apés diluicdo 1:50 da pré-cultura em meio fresco LB+antibidticos, as bactérias
foram incubadas sob as mesmas condi¢cdes, acima indicadas, até atingirem a fase
logaritmica (ODggo = 0,8) ou pds-logaritimica (ODggp =1,5).

Para a expressdo da proteina, adicionou-se IPTG na concentragdo final de 1 mM.
Apo6s incubacdo a 30 °C, por um periodo de 4 horas, as bactérias foram coletadas por
centrifugacdo (4000 x g, 20 minutos, 4 °C). Aliquotas de 1 mL da cultura ndo-induzida e
induzida por 2 e 4 horas com IPTG foram retiradas e centrifugadas (10.000 x g, 5 minutos,
4 °C). O precipitado de bactérias foi ressuspendido em 500 ul de tampao de lise e a lise
bacteriana foi feita por meio de sonicacdo (pulsos de 40 %, por 15 segundos, 2 repeti¢des
com intervalos de 30 segundos entre os pulsos) no aparelho VirSonic. Seguiu-se
centrifugacdo a 18600 x g, por 10 minutos a 4 °C separando-se as fracdes soluvel e

insoluvel para posterior analise da expressdo das proteinas através de SDS-PAGE.
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3.2.3 Purificagdo da Fracao Solavel
Materiais
— Tampao de Lise: 20 mM de Tris-HCI pH 7,5
— Tampao A: 100 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5
— Tampédo B: 100 mM de NaCl, 500 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5.
Métodos

As bactérias coletadas por centrifugacdo apos 4 horas de indugdo foram
ressuspensas em 25 ml de tampdo de lise. Em seguida, a lise bacteriana foi feita por
sonicacdo, em banho de gelo, (pulsos de 40 %, por 30 segundos, 10 repeticdes com
intervalos de 30 segundos entre os pulsos) no aparelho VirSonic e centrifugada por 15
minutos a 18600 x g, 4 °C.

O sobrenadante contendo a proteina NUDEL em fusdo com a cauda de poli-
histidina foi, entdo, purificado por cromatografia de afinidade utilizando-se a resina
comercial Ni-NTA (Nitrilo triacetato) Agarose Beads (Quiagen).

A 1 ml de resina Ni-NTA, sendo essa equilibrada com 10 volumes de coluna (vc)
com tampdo A, acrescentou-se a amostra ¢ a fragdo da mesma ndo retida na matriz foi
coletada e reservada. Lavou-se a coluna com 30 vc de tampdo A, e, em seguida, eluiu-se a

proteina com 10 ml de tampao B em fragdes de 1 ml.

3.2.4 Isolamento e purificacao de corpos de inclusdo
Materiais
— Tampao de Lise: 20 mM de Tris-HCI pH 7.5
— Tampao A: 100 mM de NaCl, 10 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5, 8
M de uréia e 5 mM de B-mercaptoetanol.
— Tampao B: 100 mM de NaCl, 500 mM de imidazol, 100 mM de Tris-HCI pH 7,5, 8
M de uréia e 5 mM de B-mercaptoetanol.
Métodos
O protocolo de isolamento e purificagdo de corpos de inclusdo foi elaborado com
base em outros protocolos descritos na literatura (TSUMOTO et al., 2003, CHOW et al.,
2006, LIU et al., 2007, WARNER et al., 2007, MARK et al., 2007, ARAKAWA et al.,
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2007), e adaptado para a purificagdo da proteina NUDEL. As bactérias coletadas por
centrifugacdo apos o periodo de 4 horas de indugdo por IPTG foram re-suspendidas em
tampdo de lise. A amostra foi, entdo, sonicada (pulsos de 40 %, por 30 segundos, 10
repetigdes com intervalos de 30 segundos entre os pulsos) no aparelho VirSonic e
centrifugada por 15 minutos a 18600 x g, 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi re-suspendido em 30 ml de tampdo de lise, repetindo o mesmo
procedimento de centrifugac¢do e lavagem por mais trés vezes. Depois da ultima lavagem
com o tampao de lise, o precipitado foi resuspendido em tampao de extragdo (tampdo A) e
a amostra foi centrifugada a 13700 x g, 4 °C, por 20 minutos. O sobrenadante contendo a
proteina NUDEL em fusdo com a cauda de poli-histidina foi, entdo, purificado por
cromatografia de afinidade utilizando-se a resina comercial Ni-NTA (Nitrilo triacetato)
Agarose Beads (Quiagen), sob condi¢des desnaturantes.

A 1 ml de resina Ni-NTA, sendo essa equilibrada com 10 volumes de coluna (vc)
com tampdo A, acrescentou-se a amostra da proteina NUDEL desnaturada e a fragdo da
mesma ndo retida na matriz foi coletada e reservada. Lavou-se a coluna com 30 vc de
tampdo A sem imidazol e, em seguida, com 20 vc de tamp@o A. Eluiu-se a proteina com 10

ml de tampao B em fra¢des de 1 ml para posterior analise em SDS-PAGE.

3.2.5 Andlise de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Métodos

Aliquotas das fragdes soluveis e insoliveis dos lisados bacterianos e das fragdes
purificadas foram analisadas por SDS-PAGE, em géis de poliacrilamida a 12,5 %. As
amostras foram diluidas na proporc¢do de 1:1 com tampao de amostra, e foram desnaturadas
a 100 °C, por cinco minutos, antes de serem aplicadas nos géis. As eletroforeses foram
realizadas a temperatura ambiente a 30 mA. Apds a eletroforese, os géis de poliacrilamida
foram corados por 30 minutos em uma solugdo de Coomassie Blue e descorados em

solugdo de 5 % de acido acético e 12,5 % de metanol como especificado na se¢do 3.1.1.4.

3.2.6 Experimentos de Renaturacao

Materiais
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— Tampdo de Diluicdo: 100 mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCI1 pH 7.5, 30 % de
glicerol, | mM de Glutationa Reduzida, 1 mM de EDTA, 500 mM de L-arginina.
— Tampao de Didlise: 100 mM de NaCl e 50 mM de Tris-HCI pH 7,5 na presenca ou
auséncia de 0,1 mM de ZnCl,.
Métodos
Apds purificacdo da NUDEL sob condi¢des desnaturantes e analise da pureza por
SDS-PAGE, as fragdes puras da elui¢do foram diluidas 60 vezes, gota a gota, em tampao de
dilui¢do por 24 horas a 4 °C sob agita¢do. A solucdo de diluicdo foi, entdo, dialisada contra

2 L de tampao de dialise por 12 horas, seguidos de mais 2 L de tampao por 12 horas, a 4 °C.

3.2.7 Concentracao
Métodos
Apds a dialise, a amostra foi concentrada a 4 °C utilizando o concentrador Amicon

Ultra —15 de 10000 Da (Millipore) a uma rotacao de 5000 x g.

3.2.8 Quantificacao
Métodos

A concentragdo da proteina de fusdo foi determinada através da medida de absorbancia
da mesma a 280 nm. Os espectros de absorbancia foram obtidos em um espectrofotometro
Espectronic Genesys 2, com varredura de comprimento de onda de 340-200 nm, utilizando-
se uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6tico. O espectro de absorbancia da proteina
foi corrigido com a subtragdo do espectro de absorbancia do tampao correspondente
(“branco”) contendo 100 mM NaCl e 50 mM Tris-HCI pH 7,5 e, em alguns casos, 0,1 mM
de ZnCl,. Os valores dos coeficientes de extingdo molar (¢) foram calculados segundo a
formula:

€ (Prot) = Num.(Tyr) x &(Tyr) + Num. (Trp) x &(Trp) + Num.(Cistina) x g(Cistina)
Sabendo-se que os coeficientes de extingdo usados acima sdo:

€ (Tyr) = 1490, ¢ (Trp) = 5500, ¢ (Cistina) = 125

onde Num ¢ o niimero de tirosinas (Tyr), triptofanos (Trp) e cistinas e € é o coeficiente de

extingdo molar. Esses valores foram confirmados através do programa ProtParam
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(http://ca.expasy.org). A partir dos coeficiente de extingdo molar das proteinas e dos

valores de absorbancia a 280 nm, determinou-se a concentragdo molar da proteina através
da férmula:

AzgoZSXLXC

onde Ajgo ¢ a absorbancia medida a 280 nm, ¢ ¢ o coeficiente de extingdo molar em 280 nm
(Mem™), L é o caminho 6tico em centimetros (cm) e C é a concentragio molar da amostra
de proteina. A amostra de proteina foi centrifugada a 5000 x g por 10 minutos antes de ser

utilizada para medir a concentrag@o.

3.2.9 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)
Métodos

A técnica de espalhamento dindmico de luz foi empregada para a andlise das
solugdes de proteina provenientes da renaturacdo por diluigcdo para a observacdo do grau de
homogeneidade da amostra para ensaios de cristalizacao.

As medidas de DLS foram realizadas em cubeta de quartzo de 1 cm de caminho
otico utilizando-se o equipamento ProteinSolutions Dynapro 99 (Dynapro Molecular Sizing
Instrument), portando um controlador de temperatura, em comprimento de onda de 781,2
nm e angulo de deteccdo do espalhamento de 90° . O programa usado para a execucdo das
medidas do raio hidrodindmico foi o Dynamics V6.3.4.

Duas concentracdes da proteina foram utilizadas durante os experimentos: 1 mg/ml
e 10 mg/ml. A proteina na concentragdo de 1 mg/ml foi testada em diferentes pHs (4,5; 6,0;
7,5; 8,5¢€9,5), ja a amostra a 10 mg/ml foi analisada na presenca e auséncia de 0,1 mM de
ZnCl, e | mM DTT, em tampao 50 mM de Tris-HCI pH 7,5 e 100 mM de NaCl.

Amostras de 50 pl da proteina foram incubadas por 24 horas nas diferentes
condicdes testadas e, entdo, centrifugadas por 1 hora a 4 °C e 20.000 x g antes da execugao
das medidas. Foram realizadas vinte acumulacdes de 10 segundos para cada uma das

condi¢des em temperatura ambiente.
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3.2.10 Dicroismo Circular (CD)
Metodos

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados como descrito na se¢ao 3.1.18.
A proteina recombinante foi utilizada na concentragdo de 0,1 mg/mL em tampao 30 mM de
NaCl e 15 mM de Tris-HCI pH 7,5, na presenga e auséncia de 0,1 mM de ZnCl, e 1 mM de
DTT.

Para a determina¢do da porcentagem de estrutura secundéria da proteina utilizou-se o
programa CDNN deconvolution (http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/), e
uma base de dados contendo 33 espectros de CD de diferentes proteinas. Os erros
intrinsecos ao célculo de porcentagem de estrutura secundaria foram indicados em cada

tabela.

3.2.11 Emisséo intrinseca de fluorescéncia
Métodos

Os estudos de emissdo intrinseca de fluorescéncia foram realizados como descrito na
secdo 3.1.1.9. A proteina recombinante estava em uma concentragdo de 0,05 mg/ml em
tampdo 30 mM de NaCl e 15 mM de Tris-HCI pH 7,5, na presencga e auséncia de 0,1 mM
de ZnCl, e 1 mM de DTT.

3.2.12 Cristalizacéo
Métodos

Os ensaios iniciais de cristalizacdo foram realizados a 18 °C, testando-se 50
condi¢des de cristalizagdo obtidas dos Kits comerciais da Hampton Research (Crystal
Screen 1 e 2), pelo o método de difusdo de vapor em gota pendurada em placas de cultura
Linbro de 24 pogos, sendo o volume de proteina usado por pogo de 1 pl. As concentragdes
da proteina utilizadas para os experimentos foram de 8,5 mg/ml (em tampao 50 mM de
Tris-HCI1 pH 7,5 ¢ 100 mM de NaCl) e 10,0 mg/ml (em tampao 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
100 mM de NaCl e 0,1 mM de ZnCl) e 10,0 mg (em tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 100
mM de NaCl, 0,1 mM de ZnCl e 1 mM de DTT).
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Capitulo 4. Resultados e
Discussao

4.1 Proteina Precursora de BPP-CNP

Como mencionado na sec¢do 3.1, duas abordagens diferentes foram utilizadas para a
expressdo e purificagdo dos dois dominios da proteina precursora de BPPs (figura 4). A
metodologia utilizada pela Prof*. Dr’. Mirian Hayashi foi estabelecida com o objetivo de
produzir anticorpos que, geralmente, ndo necessita de grandes quantidades de proteina.
Assim, para a obten¢do de quantidades suficientes (tipicamente, alguns miligramas) de
proteina para ensaios de cristalizacdo, aplicaram-se diversas repeticdes dessa metodologia
(Metodologia A). Com o objetivo de maximizar a expressdo e a pureza das proteinas
recombinantes, assim como diminuir os gastos envolvidos nesses processos, uma nova
metodologia foi estabelecida (Metodologia B). Os principais resultados obtidos por cada

abordagem sao apresentados e discutidos a seguir.
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Figura 4: Representacdo esquematica das duas construcBes da proteina precursora de BPP-CNP
mostrando os dois dominios expressos. Em ambas construgdes, a cauda de histidina estd no N-terminal.
Em vermelho esta enfatizado o dominio BPP com os sete BPPs alinhados. Em verde parte ou toda a
regido de conexao (linker) e em azul o dominio CNP. His-Tag: Cauda de poli-histidinas; CNP: Peptideo
Natriurético Tipo-C.

4.1.1 Expressao e Purificacéo

A expressdo e purificagdo em larga escala do dominio BPP ¢ BPP+CNP, segundo o
procedimento estabelecido pela Dr®. Mirian Hayashi, foram realizadas com o objetivo de
obter proteina pura em quantidade suficiente para os ensaios de cristalizagdo. Devido ao
baixo rendimento da expressdo do dominio BPP obtido para 1 L de cultura induzida em
testes preliminares, 20 litros de cultura foram preparados para a expressdo dessa
constru¢do. Em seguida, realizou-se a purificacdo por cromatografia de afinidade utilizando
resina Ni-NTA em coluna (figura 5A) e, finalmente, a confirmag¢do da identidade da banda
por western blotting (figura 5B). Como observado na figura 5A, uma banda de
aproximandamente 18 kDa em SDS-PAGE esta presente nas duas eluicdes obtidas da
purificacdo por afinidade de 1 L de cultura induzida a 0,5 mM de IPTG. A mesma banda

foi identificada por western blotting (figura 5B) usando-se anticorpos anti-penta-His contra
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a cauda de poli-histidina, confirmando-se, assim, que a proteina expressa e purificada
corresponde a proteina recombinante de interesse.

Apos a obtengdo da proteina, correspondente ao dominio BPP, purificada a partir de 20
L de cultura, todas as fra¢des correspondentes as eluicdes 1 e 2 foram, conjuntamente,
dialisadas e concentradas. Devido a precipitacdo da proteina observada no concentrador, a
concentracdo maxima alcancada, medida pelo método de Bradford, foi de 7 mg/ml. O
rendimento total, a partir dos 20 L de cultura induzidos, foi de aproximadamente 3 mg de

proteina.

Figura 5: Analise da purificagdo do dominio BPP por cromatografia de afinidade de Ni-NTA em SDS-
PAGE 12,5% corado com Coomassie Blue (A). Western blotting mostrando o reconhecimento da banda,
correspondente a proteina recombinante (dominio BPP) de aproximadamente 18 kDa, pelo anticorpo
anti-cauda de histidinas, ap6s a purificacdo (B). Canaleta MW refere-se ao marcador de peso
molecular, canaletas 1 e 2, 1° e 2° Eluatos do dominio BPP correspondendo as bandas de
aproximadamente 18 kDa, canaleta 3, dominio BPP apo6s purificagdo. O peso molecular da proteina
recombinante esta indicado com seta.

O mesmo procedimento de expressdo e purificagdo (metodologia A) adotado para a
constru¢do referente ao dominio BPP+CNP resultou na observa¢do de uma pequena banda
de aproximadamente 29 kDa em SDS-PAGE nas duas elui¢cdes da purificagdo por afinidade
da proteina produzida pela inducdo de 1 L de cultura (figura 6A). Essa mesma banda foi
reconhecida, por western blotting, usando-se anticorpo primario anti-CNP, confirmando a
identidade do dominio BPP+CNP como a proteina recombinante de interesse isolada
(figura 6B). A partir da quantificagdo da proteina pura dialisada, observou-se que o

rendimento da expressdo do dominio BPP+CNP foi ainda menor do que o obtido para o
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dominio BPP por um fator de 3. Ao final da purificacdo da proteina resultante da inducdo
de 1 L de cultura, foram obtidos apenas 50 pg do dominio BPP+CNP, enquanto para o
dominio BPP foram obtidos 150 pg. Devido a menor expressdo observada para o dominio
BPP+CNP, os esfor¢os para produgdo de quantidades suficientes de amostra para
cristalizacdo, desse momento em diante, foram concentrados na proteina correspondente ao

dominio BPP.

A. B.

Figura 6: Analise da purificacdo do dominio BPP+CNP por cromatografia de afinidade de Ni-NTA em
SDS-PAGE 12,5% corado com Coomassie Blue (A). Western blotting mostrando o reconhecimento da
banda, correspondente & proteina recombinante (dominio BPP+CNP) de aproximadamente 29 kDa,
pelo anticorpo anti-CNP, ap6s a purificagdo (B). Canaleta MW refere-se ao marcador de peso
molecular, canaletas 1 e 2, 1° e 2° Eluatos do dominio BPP+CNP correspondendo as bandas de
aproximadamente 29 kDa, canaleta 3, dominio BPP+CNP ap6s purificagdo. O peso molecular da
proteina recombinante esta indicado com seta.

4.1.2 Dicroismo Circular e Emissao Intrinseca de Fluorescéncia

Experimentos de dicroismo circular (CD) e emissdo intrinseca de fluorescéncia foram
realizados com o objetivo de verificar se as proteinas exibem algum enovelamento apos
expressdo heterdloga, acessar o conteudo de estrutura secundéria existente por meio dos
espectros de CD no UV distante (190-260 nm) e determinar a acessibilidade dos residuos
aromaticos ao solvente a partir da posi¢do do pico do méximo de emiss@o de fluorescéncia.
Medidas de CD e fluorescéncia fornecem informagdes estruturais uteis, uma vez que

mostram se a proteina recombinante apresenta-se enovelada nas condi¢des testadas (por
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exemplo, pH e concentrag@o de sal), que permitem o prosseguimento dos experimentos de
cristalizagio.

Os espectros de CD no UV distante (190 a 260 nm) das proteinas recombinantes sdo
apresentados na figura 7. Uma analise qualitativa dos espectros indica que ambas proteinas
exibem um enovelamento com estrutura secundaria composta de a-hélices e folhas . A
observagdo dos espectros mostra que os dois picos negativos proximos de 208 nm e 222 nm
ndo estdo bem definidos, indicando que ndo ha presenga majoritiria de o-hélices.
Comparando-se as duas curvas, pequenas diferencas na forma dos espectros podem ser
observadas. Verifica-se que, no espectro do dominio BPP+CNP (figura 7B), os picos
negativos proximos de 208 e 222 nm estdo mais proeminentes, sendo que o pico a 208 nm
apresenta-se mais definido, quando comparado com o espectro do dominio BPP (figura
7A). Essas diferengas sugerem que o conteudo de estruturas secundarias para o dominio
BPP e dominio BPP+CNP seja um pouco diferente, refletindo, provavelmente, o fato de
que o dominio BPP e o dominio CNP contenham estruturas secundarias diferentes. Para
compreender melhor os espectros, uma analise quantitativa do contetido de estrutura
secundaria das proteinas, apresentando a porcentagem de cada tipo de estrutura secundaria

predita, foi feita utilizando o programa CDNN deconvolution e ¢ apresentada na tabela 1.
A. B.

[e] (x10* graus cm’ dmol)

190 200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de Onda (nm)

Figura 7: Espectros de CD no UV distante do dominio BPP (A) e dominios BPP+CNP (B) na presenca
de 10 mM de Tris-HCI pH 8,0 em temperatura ambiente.

Os dados apresentados na tabela 1 mostram que hd uma diminui¢do de estrutura
secundaria do tipo random coil (ndo definida ou aleatéria) para o dominio BPP+CNP em
relacdo as porcentagens obtidas do espectro do dominio BPP. Observa-se que os valores

das porcentagens de o-hélice, folha-f antiparalela e B-turn na predicdo de estrutura
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secundaria dos dominios BPP+CNP s3o maiores quando comparados com a predi¢cdo do
dominio BPP, porém esse aumento estd dentro do erro estimado da deconvolugdo pelo
programa CDNN. De maneira geral, os experimentos de CD indicam que as duas proteinas
recombinantes apresentam estrutura secundaria definida, composta majoritariamente de
folhas-f3, porém com pequenas diferengas na composicao.

As proteinas recombinantes correspondendo ao dominio BPP e dominios BPP+CNP
possuem 10 e 11 residuos de triptofano, respectivamente, na sua estrutura primaria. Esses
triptofanos foram utilizados como uma sonda intrinseca de fluorescéncia para observagado
das proteinas na condig¢do testada. Apos a excitagdo do residuo triptofano com radiagdo de
295 nm, foram coletados os espectros de emissdo de fluorescéncia em temperatura
ambiente.

Tabela 1: Composi¢ao de estrutura secundaria do dominio BPP e dominios BPP+CNP. Os valores sao
dados em porcentagem (%0) e o erro é de 5,57 % para as medidas adquiridas de 190 a 260 nm.

Proteinas Alfa-Hélice Folha Beta Folha Beta Beta-turn Random
Recombinantes Antiparalela Paralela Coil
Dominio BPP 12,8 39,0 5.9 17,4 26,8

Dominio

BPP+CNP 16,1 423 5,0 18,2 20,9

Os espectros de emissdo de fluorescéncia do dominio BPP (figura 8A) e dos dominios
BPP+CNP (figura 8B) mostraram um méaximo de emissdo em 335 e 331 nm,
respectivamente. Esses dados indicam que as proteinas recombinantes apresentam
enovelamento e ndo possuem residuos de triptofano acessiveis ao solvente, ja que seus
espectros nao mostram um pico a 350 nm, tipico de proteina desnaturada ou da presenca de
residuos aromaticos na superficie de proteinas. Dessa forma, a presencga do pico de maximo
de emissdo para ambas as proteinas na faixa de 330 a 340 nm constitui uma evidéncia de
que os residuos aromaticos contidos nas mesmas apresentam pouca acessibilidade ao
solvente, ou seja, apresentam-se enterrados no nucleo hidrofébico da proteina.

Deve-se observar que o pico de maximo de emissao dos residuos de triptofano desloca-
se de 335 (figura 8A) para 331 nm (figura 8B) com a adi¢do do dominio CNP a proteina.
Isso indica que, na presenca do dominio CNP, os triptofanos ficam ainda menos acessiveis

ao solvente, ou seja, mais enterrados no nucleo da proteina inteira. Conjuntamente, os
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experimentos de CD e emissdo intrinseca de fluorescéncia indicam que ambas proteinas
recombinantes apresentam estrutura secundaria definida e residuos de triptofano pouco
acessiveis ao solvente, favorecendo, assim, no caso do dominio BPP, o inicio dos ensaios

de cristalizacéo.
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Figura 8: Espectro de emissao de fluorescéncia do dominio BPP (A) e dos dominios BPP+CNP (B) na
presenca de 10 mM de Tris-HCI pH 8,0 em temperatura ambiente.

4.1.3 Ensaios de Cristalizacéo

Uma vez que os experimentos de CD mostraram que as proteinas possuem estrutura
secundaria composta majoritariamente de folhas-f, o que possivelmente indica que as
proteinas recombinantes estdo enoveladas apds expressdo heterdloga em BL21 (DE3)
Cdédon Plus, seguiram-se as tentativas de cristalizagdo do dominio BPP. Os ensaios de
cristalizacdo foram realizados com o sistema automatizado HoneyBee utilizando-se a
técnica de difusdo de vapor por gota sentada em placas de 96 pogos, sendo a proteina
presente na concentracdo de 7 mg/mL.

Analisando-se as 672 solugdes testadas, uma solugdo apresentou esferolitas (figura 9A)
e, outra, cristais em forma de agulha (figura 9B). A condi¢do, na qual as esferolitas
apareceram, foi refinada por meio de variagdes no pH (pH 3,0 a 10,0, com intervalos de 1
unidade de pH) e varia¢des na concentragdo de formato de magnésio (20 a 200 mM com
intervalos de 20 mM), sem sucesso na mudang¢a da forma dos cristais. Os cristais em forma
de agulha foram submetidos a experimentos de difracdo por raios X com objetivo de
determinar se o cristal era de constituicdo protéica ou salina, resultando num padrdo de

difracdo caracteristico de cristais de sal.
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A maioria das gotas de cristalizagdo apresentou-se clara, sem evidéncia de precipitado,
indicando a necessidade de aumentar a concentragdo da proteina usada para cristalizagao.
Porém, até o momento ndo foi possivel aumentar a concentracdo da proteina para novas
tentativas de cristalizagdo em mais alta concentracdo, uma vez que se observa a

precipitacdo da proteina no concentrador para concentragdes acima de 7 mg/ml.

A o

0,2 M de Formato de Magnésio 0.2 M de Fluoreto de Sédio + 20 % de PEG 3350

Figura 9: Cristais obtidos por meio do sistema automatizado de cristalizacdo HoneyBee.

4.1.4 Otimizacao da Expressao em larga escala do Dominio BPP

Com o objetivo de conseguir maior rendimento da expressdo da proteina recombinante
correspondente ao dominio BPP por litro de cultura para a obtengdo de proteina para os
ensaios de cristalizagdo, foram realizados testes visando o aumento do nivel de expressao
do dominio BPP. A primeira estratégia consistiu em varia¢des na densidade dptica e tempo
de indug¢do, associada a utilizacdo de diferentes meios de cultura (metodologia B). Para
cada meio de cultura (2YT e Fermentativo), variou-se a densidade dptica de inducdo (O.D.
— do inglés optical density) (0,8, 1,5 e 2,0) ¢ para cada densidade Optica, testaram-se 3
diferentes tempos de indugdo (4 h, 8 h e 16 h (O.N. — do inglés over night)) (figura 10) a 37
°C. A concentragido final de IPTG usada nos experimentos foi de 1 mM.

Dois meios mais ricos em nutrientes que o utilizado na metodologia A (LB) foram
testados, meio 2YT e meio Fermentativo, em vista da utilizagdo de tempos mais longos de

inducdo (8 h e 16 h) e altas densidades opticas (1,5 e 2,0).
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Figura 10: Esquema representativo dos testes de expresséo do dominio BPP, utilizando dois meios de
cultivo diferentes e trés densidades 6pticas e tempos de indugéo.

A figura 11 apresenta os géis para as condi¢cdes de expressdo protéica testadas, com
excecdo da condicdo relativa a 8 horas de indu¢do, uma vez que ndo houve diferenca
relevante entre 4 e 8 horas de indugdo. Comparando-se os géis, que mostram os padrdes de
expressdo em meio 2YT (figura 11A) e fermentativo (11B), verifica-se que a condigdo
constituida pelo meio 2YT, indu¢do por 16 horas em O.D. de 1,5, favoreceu a maior
expressdo do dominio BPP, resultando em um aumento significativo da quantidade de

proteina obtida de 1 L de cultura (figura 11A).

A. B.

Figura 11: Analise da expressdo do dominio BPP em meio 2YT (A) e Fermentativo (B) em trés
densidades 6pticas (0,8, 1,5 e 2,0) e dois tempos de indugéo diferentes (4 e 16 h (O.N.)), em BL21 (DE3)
a 37 °C, por SDS-PAGE 12,5 %. Canaleta MW, marcador de peso molecular; Oh, amostra de bactérias
antes da inducdo; canaletas 4h, O.N., tempos de 4 e 16 h de inducdo. As bandas relativas a proteina
induzida estao indicadas por asteriscos (*). Observa-se maior expressdo da proteina na condigdo de
inducdo em meio 2YT, por 16 horas a 37 °C, como assinalado pela seta.

4.1.5 Analise de Solubilidade

Ensaio de solubilidade com o dominio BPP, obtido com a condi¢do otimizada de
expressao protéica, foi realizado com o intuito de determinar se a proteina, na situagdo de

alta expressdo, é expressa na fragdo solivel ou insolavel.
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Da observagdo da banda de aproximadamente 18 kDa na canaleta F.I (fragdo insoluvel)
no gel da figura 12A canaleta O.N., o teste de solubilidade mostrou que o dominio BPP,
expresso na condi¢do otimizada (meio 2YT, densidade optica de 1,5, 16 h de indugdo, 37
°C), apresenta-se, majoritariamente, na fragdo insoluvel. A partir dessa informagao, foram
testados tempos de indug@o menores (4 € 8 h) em meio 2YT, em densidade optica de 1,5 e
37 °C (figura 12A), com o objetivo de obter proteina na fragdo solivel, embora a expressao
da NUDEL em menores tempos de indu¢@o seja menor. Independentemente do tempo de

inducdo (4, 8 ¢ 16 h (O.N.)), o dominio BPP ¢ expresso na fra¢do insoluvel (figura 12A).

A.

Figura 12: Analise da solubilidade do dominio BPP a partir da indugdo em meio 2YT a 37 (A), 25 (B) e
30 °C (C), apresentando as amostras, apds lise celular, das fracdes soltvel (F.S.) e insolGvel (F.1.), em
diferentes tempos de inducéo (4, 8 e 16 h), por meio de SDS-PAGE 12,5 %. Canaleta MW, marcador de
peso molecular; Oh, amostra de bactérias antes da indug¢do; canaletas 4h, 8h e O.N., tempos de 4, 8 e 16
h de indugdo. As bandas relativas a proteina induzida estdo indicadas por asteriscos (*).

A fim de maximizar a quantidade de proteina na fragdo soluvel tentando manter niveis
de expressdo mais altos que os observados na metodologia A, testes de solubilidade foram

realizados utilizando-se amostras induzidas no mesmo meio de cultura da condicio
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otimizada (2YT) e mesma densidade dptica (1,5), porém em temperaturas mais baixas (30 e
25 °C) e em diferentes tempos de indugdo (4, 8 e 16 h) (figuras 12B e 12C). Um esquema
representativo das condi¢des testadas € apresentado na figura 13. O uso de temperaturas
mais baixas pode reduzir a taxa de produgdo da proteina recombinante pela maquinaria
celular, o que favorece um melhor enovelamento da mesma e evita, assim, a exposigdo de
regides hidrofobicas da proteina, as quais facilitam interagdes mutuas, principalmente,
quando em situacdes de alta concentragdo protéica no citoplasma. Essas interagdes entre as
proteinas recombinantes, mal ou ndo enoveladas, levam a formagdo dos corpos de inclusdo
(fragdo protéica insoluvel). No entanto, os resultados indicam que a maior parte da proteina
esta na fracdo insoluvel, apds lise celular, ndo obstante variagdo do tempo de indugdo ou da

temperatura (figuras 12B e 12C).

Figura 13: Esquema representativo dos testes de solubilidade para o dominio BPP, mostrando as
diferentes condicdes de temperatura, tempo e deensidades opticas de inducao utilizadas.

Outra tentativa para se obter proteina na fra¢do solivel em maiores quantidades em
relagdo ao obtido pela metodologia A, foi a indug@o da expressdo em altas densidades
opticas (2,5 e 3,0) em meio 2YT por 4 horas a 37 °C segundo Flick et al., 2004 (figura 14).
A anélise de SDS-PAGE (figura 14) mostrou, porém, que a proteina continuou presente na
fragcdo insolivel nos experimentos utilizando ambas densidades oOpticas.

Dessa forma, esses resultados indicam que, independentemente da temperatura, tempo
de inducdo e densidade Optica celular utilizados para a indugdo da expressdo protéica em

meio 2YT, a proteina permanece em corpo de inclusdo, ou seja, na fracdo insoluvel.
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Figura 14: Andlise de solubilidade do dominio BPP avaliando a influéncia de altas densidades dpticas
(2,5 e 3,0) na solubilidade da proteina recombinante apés inducdo da expressdo por 4 h a 37 °C por
SDS-PAGE 12,5 %. Fracao soluvel (F.S.); Fragdo insoltvel (F.l1.). Canaleta MW, marcador de peso
molecular; canaletas O.D. 2,5 e O.D. 3,0., densidades 6pticas de inducédo protéica de 2,5 e 3,0. As bandas
relativas a proteina induzida estdo indicadas por asteriscos (*).

4.1.6 Expressao, Purificacao e Renaturagéao

Os ensaios de solubilidade indicaram que a maior parte da proteina sempre permanece
em corpo de inclusdo, independentemente das variacdes de temperatura, densidade dptica
celular e tempo de indu¢do. Decidiu-se, entdo, pela utilizagdo da proteina em corpo de
inclusdo produzida a partir da condi¢do otimizada para a expressdo de altas quantidades do
dominio BPP e, posterior, abordagem de renaturacdo do mesmo para nova tentativa de
ensaios de cristalizacdo.

Dessa forma, a expressdo do dominio BPP foi feita nas condig¢des determinadas
previamente pelo teste de expressdo (meio 2YT, 37 °C, O.D. 1,5 e 16 h de inducio).
Seguiu-se, entdo, a purificacdio por afinidade em coluna de niquel sob condigdes
desnaturantes (8 M de uréia). A fracdo insoluvel, apos lise celular por sonicacdo, foi
solubilizada e aplicada na coluna. A proteina de interesse correspondente ao dominio BPP
foi eluida da matriz em 10 ml de tamp@o com 500 mM de imidazol e 8 M de uréia e

coletada, separadamente, em fragdes de 1 ml.
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A partir da analise das amostras da purificagdo por SDS-PAGE (figura 15), observou-se
que a proteina apresentou excelente grau de pureza, apresentando-se ainda mais pura
quando comparada ao dominio BPP purificado utilizando-se a metodologia A (figura 5). A
banda da proteina pura também foi identificada por western blotting (figura 5B), usando-se
anticorpos contra a cauda de poli-histidina, confirmando-se, assim, que a proteina expressa
e purificada refere-se a proteina recombinante desejada. O resultado obtido mostrou que a
quantidade de proteina recuperada apds purificacdo de 1 L de cultura induzida com 1 mM
de IPTG (rendimento de 0,9 mg de proteina por litro de cultura) também foi,
evidentemente, maior (Figura 15) quando comparada ao método anterior (metodologia A,
figura 5).

A primeira tentativa de renaturagdo do dominio BPP foi feita utilizando-se o método de
renaturagdo em coluna. A proteina correspondente a 1 L de cultura induzida, apos
purificagdo por afinidade de Ni-NTA, foi dialisada contra tampdo A (procedimentos
expreimentais, se¢do 3.1.2.5) para retirada do imidazol e, entdo, aplicada novamente na
coluna. Observou-se que, apds o gradiente de 8 M a 0 M de uréia, realizado em temperatura
ambiente e também a 4 °C em HPLC, a proteina precipitou na matriz (Ni-NTA), uma vez
que a recuperag@o da proteina enovelada da coluna por meio da elui¢do com 500 mM de
imidazol e 0 M de uréia foi minima. Para a retirada da proteina precipitada da matriz, a
mesma foi lavada com tampao desnaturante contendo 8 M de uréia na presenga de 500 mM
de imidazol.

A segunda tentativa de renaturagdo do dominio BPP foi realizada por meio do método
da diélise a 4 °C, que se mostrou tdo pouco eficiente quanto o método anterior. A proteina
comega a precipitar na troca de tampao contendo 8 M para 4 M de uréia, apresentando-se
totalmente precipitada apds didlise contra tampao sem agente desnaturante.

A terceira abordagem de renaturagdo consistiu na aplicacdo do método da diluigdo.
Observou-se que a solucdo de diluicdo comeca a ficar turbida no momento em que as gotas
da proteina sao diluidas no tampao até o momento em que a precipitacdo ¢ visivel depois de
atingida certa concentrag@o da proteina no tampao de diluicdo. O método foi, entdo, testado
com varios aditivos diferentes como 50 mM de glicina, 0,01 % de triton-X, 5 % de

etilenoglicol, 0,05 % de PEG 4000, 30 % glicerol, ] mM de EDTA, 400 mM de guanidina
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com o objetivo de tentar aumentar a solubilidade e estabilidade da proteina durante a

renaturagdo, porém, sem sucesso.

Figure 15: Analise por SDS-PAGE 12,5 % das fracfes eluidas da purificacdo por cromatografia de
afinidade de Ni-NTA do dominio BPP a partir de corpos de inclusdo sob condi¢des desnaturantes (8 M
de uréia) (A). Western blotting mostrando o reconhecimento da banda, correspondente a proteina
recombinante (dominio BPP) de aproximadamente 18 kDa, pelo anticorpo anti-cauda de histidinas,
ap6s a purificagdo sob condigdes desnaturantes (B). Canaleta MW, marcador de peso molecular;
Sobrenadante, amostra solubilizada em uréia antes da aplicacdo na coluna; Fracdo nao-retida, fragéo
de proteinas ndo retida na coluna; Lavagem, amostra das proteinas eluidas da coluna durante a
lavagem, Eluicdo 1, 3, 5 e 7, elui¢des da proteina recombinante com 500 mM de imidazol da coluna.

Apoés as vdrias tentativas de renaturacdo da proteina, ndo foi possivel conseguir a
proteina enovelada para os testes de cristalizagdo. As dificuldades encontradas para
concentracdo do dominio BPP, obtido pela metodologia A, acima de 7 mg/ml, indicando
pouca estabilidade dessa proteina em solugdo, associadas aquelas enfrentadas para a
renaturagdo dessa proteina podem indicar que o dominio BPP ndo é um dominio
independente, de forma que as sequéncias relativas ao dominio BPP, regido linker e CNP
formem um tUnico dominio cuja integridade seja fundamental para o processo de

renaturacao.
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4.1.7 Analise do alinhamento entre sequéncias da proteina precursora

A partir do  alinhamento, utilizando-se o  programa  ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), entre as seqiiéncias de precursores de
BPP e CNP disponiveis em bancos de dados (NCBI- Nucleotide and Protein Sequences),
observou-se que as oito seqiiéncias existentes de precursores de BPP e CNP provenientes
de serpentes apresentam alta similaridade entre si (96 a 74 %). Deve-se mencionar, no
entanto, que o dominio BPP ¢é a regido que apresenta mais modificagdes e,
conseqiientemente, menor similaridade. Para a analise do alinhamento, utilizou-se a
classificagdo das regides da proteina precursora de BPP ¢ CNP feita por Murayama et al.
1997 (figura 16).

A regido correspondente aos primeiros 22 residuos de aminoacidos, tida como peptideo
sinal, ¢ bem conservada (77,2 % dos residuos sdo conservados) em todas as seqii€ncias
analisadas (residuos idénticos estdo demonstrados em negrito e em fundo cinza na figura
16). A regido do peptideo sinal apresenta homologia de 100 % entre as seqii€éncias do
género Bothrops. O mesmo ocorre para as seqiiéncias do género Crotalus. As seqii€ncias
do peptideo sinal de L. muta e G. blomhoffi apresentam aproximadamente 90 % de
similaridade com as seqiiéncias do género Crotalus e 80 % com as seqiiéncias do género
Bothrops.

Observando-se a regido correspondente ao dominio BPP (residuos 26 a 127), percebe-se
que esse dominio € relativamente menor nos precursores provenientes da glandula de
veneno das serpentes do género Crotalus (C. durissus terrificus — isoformas 1 ¢ 2 - e C.
durissus collilineatus) (HIGUCHI et al., 2006), possuindo apenas 24 residuos, 23 dos quais
sdo conservados. Os precursores das serpentes desse género possuem apenas trés BPPs em
suas sequiéncias (as seqiliéncias que codificam para BPPs estdo em vermelho na figura 16),
sendo que um deles esta fora do dominio BPP, apresentando-se na regido que ¢ denominada
de linker entre o dominio BPP e o CNP (residuos 128 a 225). Os BPPs encontrados nos
precursores da glandula de veneno (MURAYAMA et al., 1997) e cérebro de Bj
(HAYASHI et al., 2003) ¢ na glandula de veneno de B. insulares (JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO; HO, 2002) s3o bastante similares entre si ¢ também sdo encontrados em
nimero de 7. As seqiiéncias do dominio BPP do género Bothrops apresentam similaridade

proxima de 90 %. As seqiiéncias de precursores da glandula de veneno de A. blomhoffi
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(MURAYAMA et al., 2000) e L. muta (SOARES et al., 2005) apresentam 6 ¢ 5 BPP,
respectivamente. As seqiiéncias do dominio BPP de A. blomhoffi e L. muta apresentam
aproximadamente 65 e 62 % de similaridade com as seqiiéncias do dominio BPP do género
Bothrops, respectivamente. E importante salientar que todos os BPP apresentam um residuo
piroglutdmico no N-terminal e uma prolina no C-terminal, com exce¢do do primeiro BPP
do precursor da isoforma 2 de C. durissus terrificus, que possui uma histidina no lugar do
pirogutdmico, e dos trés BPPs encontrados na regido linker dos precursores das serpentes
do género Crotalus (HIGUCHI et al., 2006). Esses ultimos ndo apresentam o residuo
piroglutamico e a prolina nas extremidades dos BPP, possuindo uma seqiiéncia bastante
diferenciada.

Ainda no dominio BPP ¢ interessante ressaltar a presenca da seqiiéncia de cinco
residuos de aminoacidos (XQQWY) (mostrado em caixa na figura 16), presente nos oito
precursores alinhados, que precede o inicio do dominio BPP, sendo a posi¢do X ocupada
por residuos L ou V e Y, S ou A. Essa seqiiéncia de cinco residuos repete-se no inicio de
cada seqiiéncia de BPP nos precursores provenientes dos géneros Bothrops (MURAYAMA
et al, 1997, HAYASHI et al., 2003, JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO; HO, 2002) e
Agkistrodon (MURAYAMA et al., 2000), aparecendo num total de cinco vezes no dominio
BPP dessas serpentes. No entanto, essa seqiiéncia (XQQWY) precede a dos BPPs somente
uma vez (no inicio do dominio BPP como citado acima) nos precursores do género
Crotalus (HIGUCHI et al., 2006) e trés vezes no precursor de L. muta (SOARES et al.,
2005). Outro residuo conservado que se apresenta conservado no fim de todas as
seqiiéncias de BPPs é a leucina (L), com excec¢do dos BPPs da regido linker do género
Crotalus (HIGUCHI et al., 2006).

A seqiiéncia da regido linker apresenta 60,82 % de seus residuos conservados entre as
seqiiéncias dos precursores. Ja a regido do dominio CNP (226 — 256), no entanto, ¢ a regido
que apresenta maior similaridade entre as seqiiéncias dos oito precursores de BPPs (77,5 %
dos residuos sdo conservados), indicando que o CNP ¢ bastante conservado ndo apenas
entre essas espécies de serpente, mas também entre seu homo6logo de mamiferos (CNP22),

17 dos 22 residuos de aminoacidos sdo idénticos.
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Figura 16: Alinhamento utilizando-se as oito sequéncias de precursores de BPP e CNP presentes no
banco de dados realizado usando o programa ClustalW?2. As linhas abaixo das seqiiéncias demarcam os
dominios do precursor segundo Murayama et al., 1997: verde — peptideo sinal; vermelho - dominio
BPP; preto — linker; azul — dominio CNP. Os residuos marcados com fundo cinza e em negrito sdo
residuos conservados. A caixa restringe a sequéncia XQQWY. A identifica¢do das seqiiéncias no banco
de dados é: C. durissus terrificus 1 — gi|15824634; C. durissus terrificus 2 — gi|15824636; C. durissus
collilineatus — @i|84778490; L. muta — g@i|118575167; A. blomhoffi — @i|4127227; B. jararaca -
gi|82202072; B. jararaca brain — gi|82223405; B. insulares — gi|20069129.

Devido a grande variagdo entre os precursores presente na regido correspondente ao
dominio BPP, adicionada a descoberta dos BPPs na regido linker do precursor do género
Crotalus (HIGUCHI et al., 2006), ¢ dificil nomear seqiiéncias que poderiam exercer algum
papel fundamental de reconhecimento durante o processo de liberacio dos BPPs da

proteina precursora.
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4.2 NUDEL

4.2.1 Expressao e Purificacao

Com o objetivo de determinar uma condi¢do de alta expressdo da proteina NUDEL para
a obtencdo de quantidades suficientes para os ensaios de cristalizag@o, testou-se a expressao
da proteina de rato em densidades opticas de 0,8 € 1,5, a 30 °C, por 4 horas, induzida com 1
mM de IPTG em BL21 (DE3). Aliquotas de 1 ml foram retiradas apds 2 e 4 horas de
indugdo para observar a expressdo da proteina e determinar a presenga da mesma nas
fragdes soluveis e insoluveis apds lise celular por sonicagdo.

Como observado na figura 17, a NUDEL foi expressa em alta quantidade em ambas
densidades opticas (0,8 e 1,5) apos 4 horas de indugdo. Apos lise celular por sonicagdo para
verificacdo da solubilidade da proteina, determinou-se que a NUDEL esta presente em
maior quantidade na fragdo soluvel (F.S) em relag@o a fracdo insoluvel (F.I.) para as duas
densidades oOpticas utilizadas e para os dois tempos de inducdo observados (2 e 4 h) (figuras
17A e 17B).

A. B.

Figura 17: Anélise da expressdo e solubilidade da proteina NUDEL, induzida em meio LB e densidade
oOptica de 0,8 (A) e 1,5 (B) por 4 horas em BL21 (DE3) a 30 °C, por SDS-PAGE 12,5 %. Canaleta MW,
marcador de peso molecular; Oh, amostra de bactérias antes da indugéo; canaletas 2h, 4h, tempos de 2
e 4 h de indug¢do. F.S. — Fracdo soluvel. F.1. — Fragdo insolavel. As bandas relativas a proteina induzida
estdo indicadas por asteriscos (*).

Primeiramente, a NUDEL obtida da fra¢do soluvel foi purificada por cromatografia de
afinidade de Ni-NTA em coluna. Para isso, a proteina foi expressa em densidade optica de
0,8 a 30 °C, por 4 horas, por meio de indu¢do com 1 mM de IPTG em BL21 (DE3) (figura

18). Analisando-se o SDS-PAGE (figura 19) das amostras da purifica¢do, observou-se que
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a maior parte da proteina recombinante solivel ndo se liga a resina Ni-NTA, concentrando-
se na fracdo ndo retida. As fracdes eluidas com 500 mM de imidazol da coluna contém
proteina pura, porém em baixa quantidade quando comparada a quantidade de proteina

presente no sobrenadante.

Figura 18: Andlise da expressdo da proteina NUDEL, induzida em meio LB e densidade 6ptica de 0,8
por 4 horas em BL21 (DE3) a 30 °C, por SDS-PAGE 12,5 %. Canaleta MW, marcador de peso
molecular; canaletas induzido e n&o induzido, amostras da bactéria antes da inducéo da expressdo da
proteina e apds 4h de inducéo por ITPG.

Figura 19: Andlise por SDS-PAGE 12,5 % das fragdes eluidas da purificagdo por cromatografia de
afinidade de Ni-NTA da proteina NUDEL obtida a partir da fracao sollvel. Canaleta MW, marcador
de peso molecular; Pellet, amostra da fragédo insoltvel; Sobrenadante, amostra da fracao solGvel antes
da aplicacdo na coluna; Fracdo ndo-retida, fracdo de proteinas ndo-retida na coluna; Lavagem,
amostra das proteinas eluidas da coluna durante a lavagem, Eluicdo 1 a 10, elui¢cBes da proteina
recombinante com 500 mM de imidazol da coluna.
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Como a proteina também esta presente em grandes quantidades na fragdo insoluvel,
tentou-se purificar a NUDEL a partir do corpo de inclusdo. A proteina foi expressa em
BL21 (DE3), na densidade optica de 0,8 a 30 °C, por 4 horas, por meio de indu¢do com 1
mM de IPTG (figura 20). Apos a lise celular por sonicagdo de bactérias correspondentes a 1
L de cultura, seguida de centrifugag@o, o precipitado celular foi lavado, para a retirada de
proteinas bacterianas soltveis ainda presentes no corpo de inclusdo, como descrito acima
(secdo 3.2.4), e solubilizado em tampao de extragdo contendo 8 M de uréia.

A purificagdo foi feita por cromatografia de afinidade em resina Ni-NTA em coluna e a
analise da purificacdo por SDS-PAGE esta exposta na figura 21. Como observado na figura
21B, a proteina foi purificada em alto grau de pureza e apresentou-se em maiores

quantidades nessas fragdes eluidas do que naquelas obtidas da fragdo soluvel (figura 19).

Figura 20: Andlise da expressdo da proteina NUDEL, induzida em meio LB e densidade 6ptica de 0,8
por 4 horas em BL21 (DE3) a 30 °C por SDS-PAGE 12,5 %. Canaleta MW, marcador de peso
molecular; canaletas induzido e n&o induzido, amostras da bactéria antes da inducéo da expressao da
proteina e apos 4h de inducdo por ITPG.
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Figura 21: Analise por SDS-PAGE 12,5% das aliquotas das etapas do processo de purificacdo por
cromatografia de afinidade de Ni-NTA sob condi¢es desnaturantes (A) SDS-PAGE 12,5% das fracdes
eluidas com 500 mM de imidazol (B). Canaleta MW, marcador de peso molecular; F.S. amostra da
fracdo soltvel; F.I., amostra da fracdo insolUvel; Sobrenadante, amostra da fragdo insolGvel
solubilizada em uréia antes da aplicagdo na coluna; Fracdo ndo-retida, fracdo de proteinas ndo-retida
na coluna; Lavagem 1 e 2, amostra das proteinas eluidas da coluna durante a lavagem; Elui¢do 1 a 10,
elui¢Bes da proteina recombinante com 500 mM de imidazol da coluna.

A renaturagdo da proteina foi feita na presenga de 500 mM de L-arginina (LIU et al.,
2007, ARAKAWA et al., 2007), aditivo usado para a estabilizagdo dos estagios
intermedidrios do processo de renaturagdo, utilizando-se o método da diluicdo. Nao houve
precipitagdo durante a dilui¢do da amostra no tampao de renaturagdo. Apds 24 horas de
incubacdo sob agitagdo no tampao de dilui¢do, a solucdo contendo a proteina diluida foi
dividida em dois volumes iguais e dialisada em dois tampdes diferentes:

- 50 mM de Tris-HCI pH 7,5 ¢ 100 mM de NaCl

- 50 mM de Tris-HCl pH 7,5 ¢ 100 mM de NaCl, 0,1 mM de cloreto de niquel.

A proteina proveniente da didlise contra os tampdes descritos acima foi concentrada a
10 mg/ml e essas amostras submetidas a ensaios de espalhamento dindmico de luz (DLS) e

CD.

4.2.2 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz ¢ uma técnica muito usada como diagndstico para
determinar se uma amostra de proteina ¢ adequada para cristalizacdo. O DLS fornece

informagdes sobre a distribuicdo de tamanhos e estado de agregacdo da proteina em
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solu¢do. Essas informagdes sdo importantes, pois estdo intimamente relacionadas ao
processo de cristalizagdo, j& que quanto mais homogénea (monodispersa) for a amostra,
maior ¢ a probabilidade de nucleacio e crescimento dos cristais.

Primeiramente, medidas com a proteina em baixa concentragdo foram realizadas para
determinar os efeitos do pH na distribui¢do de tamanhos da proteina (presenca de
mondmeros e/ou oligdmeros). A proteina foi diluida para 1 mg/ml, a partir da solugdo da
proteina concentrada a 10 mg/ml, em tampdes com 100 mM de NaCl e diferentes pHs (pH
4,5, 6,0, 7,5, 8,5 e 9,5). Observou-se que no pH 4,5, a proteina precipita da solugdo,
indicando a proximidade desse pH ao pl da proteina (pl teorico de 5,3). As medidas de DLS
foram feitas utilizando-se 20 acumulagdes de 10 segundos para cada condi¢do de pH
testada em temperatura ambiente. A figura 22 apresenta os resultados obtidos em termos do
percentual de massa em funcdo do raio hidrodinamico médio das distribui¢cdes de tamanho.
As distribui¢gdes de tamanho obtidas para os quatro diferentes pHs avaliados indicam que a
proteina apresenta-se, majoritariamente, em estado monodisperso (aproximadamente 5 %
de agregados de alto peso molecular) nos pHs 8,5, 7,5 e 6,0, mostrando-se polidispersa em
pH 9,5. Observa-se que a proteina apresenta um raio hidrodindmico em torno de 11,5 nm
(agregados da ordem de 1017 kDa) em pH 8,5 e 6,5, enquanto que em pH 7,5, (peso
molecular calculado de 143 kDa) o raio hidrodindmico é da ordem de 5 nm (figura 22).

Para os ensaios de cristalizagdo sdo, geralmente, utilizadas concentragdes de proteinas
acima de 1 mg/ml. Condi¢des de alta concentragdo protéica favorecem a interagdo entre as
proteinas o que pode levar ao uma diferente distribui¢do de tamanho da amostra em
solucdo. Assim a caracterizacdo da proteina em alta concentracdo se faz necessaria. Para
esses estudos, a condi¢do de pH 7,5 foi escolhida, pois apresentou agregados menores e
monodispersos. Além disso, estudos de atividade da NUDEL indicam que a proteina
encontra-se em sua forma ativa em pH 7,4 (HAYASHI et al., 2005) e 7,5 (HAYASHI et al.,
2000).

As medidas em alta concentragdo (10,0 mg/ml) também foram realizadas com 20
acumulagdes de 10 segundos cada em temperatura ambiente. A curva de distribui¢do de
tamanhos obtida ¢ mostrada na figura 23a. Como pode ser visto, aproximadamente 92,5 %
da proteina em solucgdo, em tampao pH 7,5 com 100 mM de NaCl, apresentou-se na forma

de agregados com raio hidrodinamico de 15,7 nm e 7,5 % com raio de 100 nm, mostrando
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que ocorre agregacdo perante aumento da concentragdo da NUDEL nas mesmas condigdes

de pH e concentragdo de sal.

Figura 22: Medidas de DLS da proteina NUDEL a 1 mg/ml em diferentes pHs, pH 9,5 (a); pH 8,5 (b);
pH 7,5 (c) e pH 6,0 (d). O grafico exemplifica a porcentagem (eixo Y) da proteina que apresenta
determinado raio hidrodinadmico (eixo X).

Uma alternativa para reduzir a formagdo de multiplos oligdmeros em solugdo ¢
aplicacdo de aditivos que interagem com a proteina. Sabendo-se que a NUDEL possui um
sitio predito de ligacdo a zinco em sua seqiiéncia e que essa proteina ¢ ativada na presenga
de DTT, zinco e DTT foram os aditivos escolhidos. Dessa forma, experimentos em alta
concentracdo (10 mg/ml) foram realizados nas mesmas condi¢des (pH 7,5 e 100mM NacCl )
na presenga de cloreto de zinco (0,1 mM) e DTT (1 mM). Os resultados estao apresentados
na figuras 23b e 23c.

Observou-se que a presenca de cloreto de zinco no tampao de didlise, apds renaturagdo
da proteina, reduziu o raio hidrodinamico para 3,7 nm (peso molecular calculado 74 kDa)
(figura 23b). A proteina na presenca de zinco mostrou-se relativamente homogénea de

forma que 90,0 % da mesma apresentou-se com raio hidrodindmico de 3,7 nm. Os outros
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10 % consistem de 7 % do total de proteinas portando um raio de 15 nm e 3 % com raio de
20 nm.

A adi¢do de 1 mM de DTT na amostra concentrada a 10 mg/ml proveniente da didlise
com tampao contendo zinco (incubada por 24 horas a 4 °C ap6s adigdo de DTT) forneceu a
medida de 2,8 nm do raio hidrodinamico, correspondente ao peso molecular calculado de
39 kDa, aproximadamente o peso molecular predito para o monémero da NUDEL rato
(39,187 kDa). A proteina nessa condicdo demonstrou-se monodispersa, pois 88,9 % da
amostra apresentou um raio hidrodindmico de 2,8 nm, 6,8 % com raio de 11,5 nm e 4,3 %
com raio de 15 nm (figura 23c). Acredita-se que essa seja a melhor condi¢do para os
ensaios de cristalizagdo, uma vez que ¢ a proteina monomérica que apresenta atividade em
pH 7,5 na presenga de 0,5 ou 1 mM de DTT (HAYASHI et al., 2000, HAYASHI et al.,
2005).

Figura 23: Medidas de DLS da proteina NUDEL a 10 mg/ml em pH 7,5 na auséncia de aditivos (a);
presenca de zinco a 0,1 mM (b) e presenca de zinco e DTT (c). O gréfico exemplifica a porcentagem
(eixo Y) da proteina que apresenta determinado raio hidrodinamico (eixo X).

A condi¢do da proteina na preseng¢a de 0,1 mM de cloreto de zinco e | mM de DTT

também foi testada em baixa concentracdo (1 mg/ml) e o mesmo resultado obtido a 10
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mg/ml foi observado, ou seja, 90 % da proteina em solucdo apresentando raio
hidrodindmico de 2,8 nm.

E importante ressaltar que a NUDEL possui outras fungdes, além da atividade
oligopeptidasica, que se relacionam a formacdo de complexos macromoleculares, tais como
os formados com LIS1 e DISCI. Assim, na condi¢do em que a NUDEL apresenta-se em
estado oligomérico monodisperso, as interagdes entre os mondmeros podem favorecer a
estabilizacdo de possiveis regides mais flexiveis de associacdo com outras proteinas
citoplasmaticas. Isto faz com que a NUDEL em estados oligoméricos monodispersos seja,

também, um bom candidato para ensaios de cristalizagao.

4.2.3 Dicroismo Circular e Emisséao Intrinseca de Fluorescéncia

Para complementar as informagdes obtidas dos experimentos de DLS da proteina
NUDEL, espectros de CD foram obtidos das amostras de proteina na presenca e auséncia
dos aditivos zinco e DTT. Os experimentos de CD podem fornecer informagdes sobre uma
possivel relacdo entre mudangas no conteido de estrutura secundéria da proteina nas
diferentes condi¢des e a formagdo dos agregados observados na amostra sem DTT e zinco.

Experimentos de dicroismo circular (CD) foram realizados para verificar a presenga de
estruturas secundarias apds o processo de desnaturagdo/renaturagdo utilizado durante a
purificagdo da proteina e, principalmente, para avaliar o conteudo de estrutura secundaria
da NUDEL na condi¢do 6tima indicada pelos experimentos de DLS.

Os espectros de CD no UV distante (195 a 260 nm) da proteina NUDEL sem aditivos,
na presenca de zinco e na presenca de zinco e DTT sdo mostrados na figura 24. Observa-se
que os espectros da proteina na auséncia de aditivos e na presenca de zinco sdo bastante
similares (curvas em preto e vermelho). Ambos espectros ndo apresentam picos negativos
bem definidos préximos a 208 e 222 indicando que a proteina é composta de a-hélices e
folhas-B nas duas condigdes. Porém, na presenca de zinco e DTT, algumas diferencas
podem ser observadas no espectro. A curva do espectro da proteina na presenca de DTT
cruza o eixo x=0 em 205 nm e ndo em 202 como nos espectros da proteina na auséncia de
aditivos e presenca de zinco. Além disso, h4 uma mudanca nas intensidades relativas dos
picos. O pico negativo em torno de 210 nm € menos proeminente no espectro da proteina

na presenc¢a de DTT, enquanto o pico negativo em 225 nm ¢ mais bem definido (figura 24).
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Para compreender melhor a influéncia do DTT e do zinco, andlises quantitativas do
conteudo de estrutura secundaria das proteinas foram realizadas. Os resultados da
quantificagdo, apresentados na tabela 2, mostram que o conteudo de estrutura secundaria da
proteina NUDEL na auséncia e presenga dos aditivos zinco ¢ DTT é bem similar. Assim,
infere-se que os aditivos ndo estdo envolvidos na estruturacdo, mas sim na estabilidade na
proteina. Algumas peculiaridades do espectro da proteina na presenga de zinco e DTT
refletem um pequeno aumento de a-hélices acompanhado de uma diminui¢ao de B-turns no
contetdo de estrutura secundaria quando os valores da tabela 2 sdo comparados aos valores
obtidos da deconvolug@o dos espectros da proteina na presenca de zinco e auséncia de
aditivos. Porém, deve-se ressaltar que esse aumento dos valores das porcentagens de o-

hélices e B-turns esta dentro do erro predito pelo programa.

Figura 24: Espectros de CD no UV distante da proteina NUDEL na auséncia de aditivos (preto),
presenca de Zinco (vermelho) e DTT+Zinco (verde) em 15 mM de Tris-HCI pH 7,5 e 30 mM de NaCl
em temperatura ambiente.

Experimentos de emissdo intrinseca de fluorescéncia também foram realizados na
auséncia/presenca de aditivos, com o objetivo de obter informagdes sobre distribuicao dos 7
residuos de triptofano na estrutura tercidria. Os espectros na figura 25 mostram que a
adicdo de aditivos causa um deslocamento do maximo de emissdo, o que pode estar

relacionado a mudancga do estado oligomérico da amostra. Um pico em 332 nm ¢ observado
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na auséncia de aditivos, enquanto picos em 334 e 336 nm, sdo observados na presenca de

zinco e zinco e DTT, respectivamente.

Tabela 2: Composi¢ao de estrutura secundaria da proteina nudel na auséncia e presenga de aditivos. Os
valores sdo dados em porcentagem (%6) e o erro é de 6,20 % para as medidas adquiridas de 195 a 260
nm.

Reforr(r)wtt?il,r?:ztes Alfa-Helice Iriligzziz?a Fglz:]raalileata Beta-turn Random Coil
Nudel 17,7 232 6,1 18.4 338
Nudel+Zn 17,5 24.6 6,2 18,7 32,6
Nudel+Zn+DTT 19,3 23,8 6,7 16,4 33,1

Figura 25: Espectro de emissao de fluorescéncia da proteina NUDEL na auséncia de aditivos (preto),
presenca de Zinco (vermelho) e presenca de Zinco e DTT (verde) em 15 mM de Tris-HCI pH 7,3 e 30
mM de NaCl em temperatura ambiente. Os méximos de emissdo observados para a proteina na
auséncia de aditivos € 332 nm, na presenca de Zinco e Zinco/DTT ¢ 334 e 336 nm, respectivamente.

Esses resultados indicam que a proteina encontra-se enovelada e que seus residuos de
triptofano apresentam-se pouco acessiveis ao solvente, j& que seus espectros ndo mostram
um pico a 350 nm, tipico de proteina desnaturada ou da presen¢a de aromaticos na
superficie de proteinas. Dessa forma, a presenca do pico de maximo de emissdo para ambas
as proteinas na faixa de 330 a 340 nm, constitui uma evidéncia de que os residuos de
triptofano contidos nas mesmas apresentam pouca acessibilidade ao solvente, ou seja,

apresentam-se enterrados no nucleo hidrofébico da proteina (figura 25).
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De maneira geral, os experimentos de CD e emissdo intrinseca de fluorescéncia
mostram que a proteina apresenta uma estrutura secundéaria definida composta,
majoriariamente, de folhas-B, e os residuos de triptofano pouco acessiveis ao solvente,
sendo que o conteudo de estrutura secundaria e a localiza¢do dos residuos de triptofano
permanecem pouco alterados na presenga de aditivos. Isto indica que as mudangas na
distribui¢do de tamanhos da proteina em solug¢do induzidas pelos aditivos, como observado
pelos experimentos de DLS (figura 23), ndo sdo acompanhadas por mudangas expressivas
na composi¢do de estrutura secundaria da proteina.

Dessa forma, as medidas de CD e fluorescéncia forneceram informacgdes estruturais
uteis da proteina nas condicdes testadas que favorecem o prosseguimento dos experimentos

de cristalizagao.

4.2.4 Cristalizacao

Apos a analise conjunta dos experimentos de DLS, CD e fluorescéncia, concluiu-se que
a proteina NUDEL na auséncia de aditivos, presenga de zinco e zinco + DTT em pH 7,5
apresenta-se estruturada e monodispersa. Assim, as trés amostras constituem solucdes
protéicas com potencial de cristalizacdo. Os testes iniciais de cristalizacdo foram feitos com
a proteina nas seguintes condic¢des:

- 8,5 mg/ml em 50 mM de Tris-HCI pH 7,5 ¢ 100 mM de NaCl.

- 10,0 mg/ml em 50 mM de Tris-HCI pH 7,5, 100 mM de NaCl e 0,1 mM de cloreto de
zinco.

- 10,0 mg/ml em 50 mM de Tris-HCI pH 7,5, 100 mM de NaCl, 0,1 mM de cloreto de
zinco e 1| mM de DTT.

Os ensaios de cristalizacdo foram feitos em placas de 24 pogos utilizando-se os Kkits
comerciais da Hampton Research Crystal Screen e Crystal Screen 2.

Os experimentos de cristalizacdo estdio em andamento e estamos aguardando os

resultados.
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Capitulo 5. Conclusoes
e Perspectivas

5.1 Proteina Precursora de BPP-CNP

As proteinas recombinantes, referentes as construgdes mostradas na figura 4, obtidas
utilizando-se a metodologia A foram expressas, purificadas e as amostras finais analisadas
por western blotting.

A proteina correspondente ao dominio BPP foi expressa e purificada em quantidade
suficiente para os ensaios de cristalizagdo. Porém, o mesmo ndo se repetiu para a proteina
contendo os dominios BPP+CNP devido ao baixissimo nivel de expressdo apresentado
utilizando-se essa metodologia, inviabilizando a obtengdo de proteina em maiores
quantidades.

Caracterizagdes espectroscopicas foram realizadas em ambas as amostras com o intuito
de verificar a presenca de enovelamento apds expressao heterdloga. Os resultados de CD
mostraram que as proteinas correspondentes ao dominio BPP e dominio BPP+CNP
apresentam estrutura secundaria composta de o-hélices e folhas-3 com predominancia de

folhas-f3, favorecendo o inicio aos ensaios de cristalizagdo do dominio BPP.
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Pequenos cristais foram observados a partir dos ensaios preliminares de cristalizacdo do
dominio BPP utilizando-se o robd Honey Bee (LNLS). Porém, experimentos de difracdo
por raios X indicaram que os mesmos eram cristais de sal. A maioria das gotas de
cristalizagdo apresentou-se clara, sem evidéncia de precipitado, indicando a necessidade de
aumentar a concentrag¢ao da proteina presente na gota de cristaliza¢do. Porém, as limitag¢des
impostas pelo baixo rendimento da expressdo e pela precipitacio da proteina para
concentragdes acima de 7 mg/ml, inviabilizaram a realizacdo de ensaios de cristalizacdo
adicionais usando a proteina em maiores concentragoes.

Com o objetivo de aumentar o rendimento do dominio BPP por litro de cultura assim
como diminuir os gastos envolvidos na producdo dessa proteina recombinante, testes de
expressdo do dominio BPP variando condig¢des como temperatura, densidade Optica de
indugdo, meio de cultura e tempo de indugdo levaram a identificagdo de uma condigdo de
alto rendimento. Porém, nessa condi¢do otimizada de expressdo, o dominio BPP foi
expresso na fragdo insoluvel. Obteve-se 6timo rendimento e pureza da proteina a partir da
purificac@o, sob condigdes desnaturantes, de apenas 1 L de cultura induzida. No entanto,
até o momento ndo houve sucesso na renaturacido desse dominio embora varios métodos e
aditivos tenham sido usados.

As dificuldades de renaturagdo observadas podem ser uma indicagdo de que, isolado, o
dominio BPP nio seja estavel o suficiente durante as etapas intermediarias da renaturagao.
Nesse sentido, a presenga do restante da proteina (linker e dominio CNP) poderia aumentar
a estabilidade da proteina como um todo e favorecer sua renaturagao.

Uma alternativa para obten¢@o da proteina precursora em maiores quantidades, seria a
utilizagdo das condi¢des otimizadas de expressdo do dominio BPP para testar a producao
dos dominios BPP+CNP. Caso a proteina contendo os dois dominios apresente-se, também,
em corpos de inclusdo, existe a possibilidade de que o dominio CNP favoreca, de alguma
forma, a reestrutura¢do do dominio BPP e, conseqiientemente, de toda proteina.

Outra alternativa para a cristaliza¢@o da proteina precursora de BPPs seria a tentativa de
expressdo dessa proteina em sistemas de expressdo eucaridticos que podem favorecer,
conjuntamente, maior rendimento e enovelamento adequados da proteina para estudos

estruturais.
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5.2 NUDEL

A metodologia aplicada para a expressdo da proteina NUDEL em sistema heterdlogo
foi bem sucedida na obteng¢@o de altas quantidades da proteina tanto na fragdo soluvel
quanto na insoluvel. Devido ao baixo rendimento de proteina obtido na purificagdo a partir
da fracdo soluvel, a purificagdo da NUDEL foi realizada sob condi¢des desnaturantes a
partir da proteina presente no corpo de inclusdo. Além da grande quantidade de proteina
purificada sob condi¢des desnaturantes, a NUDEL eluida da coluna de Ni-NTA apresentou
alto grau de pureza.

Nao houve precipitagdo da proteina durante a renaturagdo pelo método da diluicdo
usando-se L-arginina ou didlise na presenca e auséncia de cloreto de niquel. A proteina foi
concentrada a 10 mg/ml para os experimentos de DLS que mostraram que a proteina
apresenta-se monomérica e monodispersa (89,9%) na presenga de zinco e DTT. Os
espectros de CD e fluorescéncia indicaram que a proteina apresenta-se estruturada apds a
renaturag@o nas condigdes testadas. Tentativas de cristalizagdo da proteina na auséncia de
aditivos, na presenga de 0,1 mM de cloreto de zinco ou cloreto de zinco e 1| mM de DTT
foram realizadas.

Uma possibilidade promissora para futuros experimentos seria a prévia caracterizacio
espectroscopica da solugdo protéica na presenga de inibidores e posteriores ensaios de

cristaliza¢do com a adi¢do dos mesmos.
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