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Resumo

S100A12 porcina ¢ um membro da familia das proteinas S100, um grupo de pequenas
proteinas ligantes de célcio caracterizado pela presenca de dois motivos “EF-hand”. Estas
proteinas estdo envolvidas em diversos eventos celulares, como a regulacao da fosforilagao
protéica, atividade enzimatica, tamponamento de Ca’’, processos inflamatérios e a
polimerizacao de filamentos intermedidrios. Adicionalmente, algumas dessas proteinas podem
ligar Zn>*, o qual pode afetar a ligagdo do ion Ca®’, particularmente para as proteinas S100.
Neste trabalho, a seqiiéncia génica que codifica a proteina SIO0A12 porcina foi obtida por
meio da constru¢ao de um gene sintético usando cédons preferenciais para E.coli, permitindo
a produgao recombinante de grandes quantidades da proteina. Um estudo termodindmico da
estabilidade estrutural foi realizado, assim como a interacdo da proteina recombinante com
ions divalentes usando técnicas de dicroismo circular (CD) e fluorescéncia extrinseca. A
desnaturagdo e renaturagdo induzidas por uréia ou temperatura indicam que se trata de um
processo reversivel e que a ligagio dos fons Zn’" e ou Ca®" a rSI00A12 aumenta sua
estabilidade. A interacdo da sonda ANS com a proteina na presenca de seus ligantes expoe
superficies hidrofobicas podendo assim facilitar sua interagdo com macromoléculas alvo.
Analisados em conjunto, os resultados obtidos indicam que S100A12 porcina ¢ capaz de
assumir diferentes conformacdes as quais podem estar correlacionadas com sua fungdo

fisiologica.
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Abstract

Porcine SI00A12 is a member of S100 family, a small acidic calcium-binding proteins
group characterized by the presence of two EF-hand motifs. These proteins are involved in
many cellular events as the regulation of protein phosphorylation, enzymatic activity, Ca*"
homeostasis, inflammatory processes and intermediate filament polymerization. In addition,
some of these proteins can bind Zn®", which can affect the binding of Ca”>" particularly to
S100 proteins. In this study, the gene sequence encoding SIO0A12 was obtained by the
synthetic gene approach using E. coli codon bias allowing the recombinant production of
large amounts of the protein. We report here a thermodynamic study on the structural stability
of this recombinant protein and its interaction with divalent ions using circular dichroism and
extrinsic fluorescence. The folding/unfolding induced by urea or temperature indicated a
reversible process and the binding of Zn*" or Zn®" and Ca®" to S100A12 increasing its
stability. The interaction of the ANS probe with the protein in the ligant presence can lead to
exposition of hydrofobic regions allowing its interaction with target macromolecules. Taken
together, the results indicated that porcine S100A12 may assume different conformations that

could be correlated to its physiological function.
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1.1 Proteinas ligantes de calcio (CaBP — “calcium binding protein”)

O célcio intracelular pode atuar como um sinalizador nas proteinas pertencentes a
superfamilia de proteinas ligantes de calcio “EF-hand”, dependendo de sua afinidade,
especificidade, cooperatividade e cinética. Essas proteinas ligantes de célcio podem assim se
envolver em diversas atividades celulares, tais como exocitose, contracdo muscular,
metabolismo, transcri¢ao, fertilizagdo e proliferacdo celular, tamponamento de calcio ou
magnésio ¢ homeostase [Bhattacharya, 2004]. Proteinas sensores de calcio do tipo “EF-
hand”, como s3o conhecidas as proteinas pertencentes a familia das S100 e calmodulinas,
traduzem mudangas fisioldgicas mediadas por calcio dentro de respostas celulares especificas
por uma grande mudanga conformacional expondo regides de reconhecimento de moléculas
alvo.

O termo “EF-hand” foi criado por R. H. Kretsinger ha cerca de 30 anos para designar
um motivo do tipo hélice-“loop”-hélice que apresentava afinidade pelo ion calcio, descoberto
na estrutura da parvalbumina, uma pequena proteina ligante de célcio isolada do musculo de
carpa [Kretsinger, 1973]. O classico motivo “EF-hand” ¢ geralmente formado por uma alga de
12 residuos, ladeada por duas a-hélices, em uma regido continua da proteina figura 1.1. Este
sitio pode ser representado como: XeYeZe—Ye—Xee—7 onde X, Y, Z, —X, -Y e —Z sdo os
ligantes que participam na coordenagdo do metal e os pontos (®) representam os residuos entre
eles [Lewit-Bentley e Réty, 2000], figura 1.1.B. A seqiliéncia dos residuos que compdem o

“EF-hand” forma um “loop” que pode acomodar os ligantes calcio ou magnésio, diferindo
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apenas na formagdo geométrica, que ¢ dependente do ion presente. O magnésio normalmente
¢ compelido por seis ligantes em um octaedro, enquanto sete ligantes nos vértices de uma

piramide pentagonal coordenam o calcio figura 1.1.B e C.
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Figura 1. 1 Motivo “EF-hand”. A) Representacio esquematica do motivo. Quando o Ca®’ liga , a hélice F se
move de uma conformagdo “fechada” (cinza claro) para uma conformagdo aberta (cinza escuro). B e C)
Geometria da ligacdo, o ion ligado fica no centro da figura. Nas posi¢des X e Y, encontram-se normalmente
cadeias laterais de acido aspartico ou asparagina; as cadeias laterais de acido aspartico, asparagina ou serina sdo
encontradas na posi¢do Z e o oxigénio da carbonila do peptideo encontra-se em —Y. —X normalmente ¢ uma
molécula de H,O e —Z ¢ um ligante bidentado, acido glutamico ou acido aspartico. Modificada a partir de Lewit-
Bentley & Réty, (2000).

Os motivos “EF-hand” normalmente ocorrem em pares [Kretsinger, 1973] formando
um dominio de quatro hélices (figura 1.1). O pareamento dos motivos “EF-hand” ativa
cooperativamente a ligacio de jons Ca®", que ¢ essencial para geragdo de uma resposta clara
mesmo sob uma pequena variagdo na concentracdo de calcio durante a sinalizagdo [Linse,
1995]. Estudos mostraram que todo dominio “EF-hand” deve ser tratado como uma unidade
global e cooperativa [Nelson, 1998]. Para entender a transdu¢do do sinal de célcio pelas
proteinas “EF-hand” é também importante reconhecer se a afinidade por Ca', respostas
conformacionais devido a ligacdo de ions e interacio com moléculas alvo sao

energeticamente favoraveis [Brokx, 2001].
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Como ja comentado, usualmente os motivos “EF-hand” de muitas proteinas ocorrem
em pares, intimamente associados na forma de dominio, com as al¢as dos dois sitios
interagindo em uma pequena folha-f3 antiparalela. Esses motivos sdo caracterizados por uma
regido com 29 aminoacidos [Kawasaki e Kretsinger, 1994], formada por duas hélices unidas
por um “loop”, regido onde estdo localizados os aminoéacidos responséaveis pela coordenacao
do ion [Marsden, 1990]. As a-hélices sdo anfifilicas, pois possuem 4 aminoacidos
hidrofébicos conservados, e atuam como ancoras sobre o “loop”, mantendo-o na conformacao
correta. Isso transmite as mudangas conformacionais geradas por meio da ligacdo dos ions
para as demais regides da proteina. Assim, a o-hélice ¢ de fundamental importincia para a
estabilizacdo da proteina ou ainda para a interagdo com moléculas alvo [Falke, 1994].

Proteinas “EF-hand” podem apresentar de dois a oito motivos potenciais [Nakayama,
1992], embora nem todos os sitios sejam funcionais [Kawasaki e Kretsinger, 1994]. As
proteinas “EF-hand” podem ser divididas em aproximadamente 66 subfamilias [Nakayama,
2000]. As fungdes das proteinas que contém tais motivos sdo tdo diversas que incluem desde
o tamponamento do célcio no citosol, a transmissdo de sinal entre os compartimentos
celulares e a contracdo muscular.

Estudos estruturais tém revelado diferencas substanciais nas mudancas
conformacionais induzidas por Ca’" entre os dominios “EF-hand”. Duas proteinas sdo
exemplos classicos em relacdo a essas diferencas: calmodulina e calbindina Dok. Tanto o
dominio carboxi como amino terminal da calmodulina sofrem grandes rearranjos estruturais
induzidos pela ligagio de Ca®*. Passam de uma conformagio “fechada”, na qual as duas
hélices de cada “EF-hand” sdo quase antiparalelas, para uma conformacgdo “aberta”, onde as
duas hélices estdo mais perpendiculares [Zhang, 1995]. Por contraste, calbindina Dog mantém
sua conformagdo “fechada” mesmo apos a ligagio de Ca®*. Claramente, alguns dominios “EF-

hand” mostram grandes mudancas conformacionais e outros nao.
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Em proteinas pertencentes a superfamilia “EF-hand” os motivos “EF-hand” podem ser
Ca*"-especificos ou ligar Ca’" ¢ Mg®". Os sitios estruturais e de tamponamento ligam tanto
Ca*" quanto Mg2+, ja as proteinas que apresentam os sitios Ca2+-especiﬁcos sdo proteinas
regulatérias [Falke, 1994, Linse e Forsén, 1995 e Hapak, 1989]. Geralmente, grandes
mudancgas conformacionais nos dominios induzidas por ions calcio, passando da conformagao
“fechada” para “aberta”, ocorrem em proteinas “EF-hand” regulatorias que atuam na ativagao
de outras proteinas, por meio da interagdo com suas superficies hidrofobicas expostas devido
a acdo do ion calcio. Os dominios amino-, ¢ carboxi-terminal de calmodulina, assim como o
dominio amino-terminal da troponina C e recoverina, sdo classificados como tal. O unico
dominio de calbindina Dok exibe pequenas mudancas conformacionais em resposta a ligacao
de Ca®™, que deve ser responsavel pela estabilidade estrutural e agir no “tamponamento” do
Ca”" intracelular. Esse dominio pode ser classificado como estrutural e outros exemplos desse
tipo incluem os dominios carboxi-terminal de Troponina C e recoverina [Ikura, 1996].

Variagdes estruturais na forma de organizagdo dos dominios “EF-hand” contribuem
significantemente para a seletividade de moléculas alvo e para diversidade da funcdo protéica
das proteinas ligantes de calcio. Assim, para entender a regulacdo dos caminhos de
sinalizacdo dependentes de Ca®" pelas proteinas “EF-hand” é necessario um conhecimento do

nivel atdbmico das estruturas do complexo formado com moléculas alvo.

1.2 Proteinas da familia S100

Proteinas pertencentes a familia S100 foram isoladas primeiramente de cérebro bovino
em 1965, por B.W. Moore, e receberam esse nome por se apresentarem na forma solivel em
solucdo de sulfato de amonia 100% saturada. Até o momento, aproximadamente 25 membros

das proteinas S100 foram identificados em humanos formando a maior familia de proteinas
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ligantes de calcio pertencentes a superfamilia “EF-hand” [Kisiel, 2006]. As proteinas S100
compreendem um grupo complexo de sensores de célcio “EF-hand” associados a multiplas
respostas fisiologicas, através de moléculas alvos, podendo promover o crescimento e
diferenciagdo celular, regulacao do ciclo celular, transcri¢do e atividade de receptores de
superficie celular (figura 1.2) [Donato, 2001 ¢ Heizmann, 2002]. Adicionalmente, o interesse
em proteinas S100 também se deve ao seu envolvimento em diversas doengas humanas, como
Alzheimer, cancer e artrite reumatdide, usualmente causadas devido a uma modificacdo nos

niveis de expressdo de membros de proteinas S100 [Heizmann, 2002].
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Figura 1. 2 Interacdes Ca*'-dependente e independente na familia S100. Proteinas S100 gerando diversas
respostas fisiologicas por meio da interagdo com moléculas alvo (rosa e amarelo). Em baixas concentragdes de
calcio, a proteinas S100 (laranja) permanecem na forma livre de célcio (forma apo). Com a entrada de calcio por
canais de “voltage-gated” ou mediada por receptor, as proteinas S100 ligam calcio e sofrem uma mudanga
conformacional que altera as propriedades de suas superficies hidrofobicas. Esta mudanga permite a interagdo da
proteina com uma ampla variedade de proteinas (amarelo), o que pode estimular uma resposta fisiologica. A
liberagio de calcio pela ATPase-Ca®’ resulta na dissociagio do calcio e da proteina alvo da proteina S100, que
retorna a seu estado apo. Apesar da maioria das interagdes das proteinas alvo com as proteinas S100 serem célcio
dependente, alguns membros tém mostrado que a interagdo com proteinas alvo (rosa) é célcio independente.
Modificada a partir de Kisiel, 2006.

As proteinas S100 sdo caracterizadas pela presenca de dois motivos ligantes de Ca®"
do tipo “EF-hand”, divididos por regides hidrofobicas e interconectados por uma regido
intermediaria denominada “linker”. Cada motivo ligante é um “loop” ligante de Ca®" dividido

por uma a-hélice [Kretsinger, 1991], resultando em um arranjo do tipo hélice-“loop-hélice,
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ou seja, hélice I e II divididas pelo “loop” 1 e hélice III e IV divididas pelo “loop” 2, as
hélices II e III sdao unidas pelo “linker” (figura 1.3). Na regido C-terminal estd presente um
dos motivos “EF-hand”, contendo um “loop” candnico ligante de Ca®" composto por 12
aminoacidos, comuns para todas as proteinas ligantes de Ca>". Na regido N-terminal, rica em
aminoacidos basicos, estd localizado o outro motivo “EF-hand”, composto por 14
aminoacidos e especifico para proteinas da familia S100. Assim, os sitios ligantes de Ca*" das
proteinas S100 apresentam diferentes afinidades por Ca®", sugerindo que as proteinas S100

sao heterobifuncionais [Hilt, 1991 e Krebs, 1995].

Figura 1. 3 Unidades estrutural e funcional basica das proteinas “EF-hand”.Um dominio composto por um par
de motivos “EF-hand” unidos por uma regido (“linker””) de tamanho varidvel. As a-hélices estdo numeradas do
N-terminal para o C-terminal do dominio. Fonte: Caposi, 2006.

Uma caracteristica adicional apresentada pelas proteinas S100 ¢ a afinidade que elas
podem apresentar para outros metais divalentes como os fons Zn*" e Cu®", sendo que os sitios
de ligacdo para estes sdo distintos dos sitios ligantes de Ca®". A ligacdo com alta afinidade
destes ions divalentes pode desempenhar um papel importante na quimiotaxia ¢ homeostase
de ions metalicos toxicos para células [Bhattacharya, 2004]. Algumas proteinas da familia

S100 influenciadas pelo fon Zn®', apresentando sua afinidade pelo Ca’’ afetada, essa
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afinidade por diferentes cations divalentes certamente contribui para grande diversidade
funcional observada para proteinas S100. [Heizmann, 1998].

Niveis intracelulares de calcio modulam muitas fung¢des de fagdcitos incluindo
quimiotaxia, fagocitose, degranulacdo e geracdo de espécies de oxigénio reativas.
Adicionalmente a calgranulina C (S100A12), varios mediadores putativos do sinal de célcio
em granulocitos foram identificados como a calmodulina, anexina, grancalcina e o
heterocomplexo calgranulina A/B. As calgranulinas, em particular, sdo liberadas durante

respostas inflamatoérias e t€ém atividade antimicrobiana.

Figura 1. 4 Estrutura da SI00A12 humana resolvida por Moroz e colaboradores. Visualizagdo entre mondmeros,
com dois atomos de célcio por mondmero (cinza).

Dell’ Angelica e colaboradores (1994) demonstraram que a S100A12 porcina nativa
sofre mudancas conformacionais pela ligacdo de calcio dando suporte a um potencial
envolvimento em eventos de transducio de sinal dependentes de Ca*". A SI00A12 possui um

sitio adicional ligante de Zn>*, comum para a maioria das proteinas S100, ¢ a ligagdo deste
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induz uma profunda variaco nas propriedades da proteina se ligar ao Ca”". Na auséncia de
Zn*", SI00A 12 porcina se liga a um fon Ca®” por mondmero, enquanto na presenca de Zn’" a
S100A12 se liga a dois ions por monomero, sendo consistente com a presenca de dois
motivos “EF-hands” preditos na sua seqiiéncia primaria [DellAngelica, 1994]. Os motivos
ligantes de zinco para S100A12 foram definidos como HxxxH [Dell' Angellica,1994].

Como a maioria das proteinas S100, a SI00A12 ¢ um dimero em solu¢do, com a
interface entre duas subunidades unidas por interacdes hidrofobicas. O enovelamento da
S100A12 humana (figura 1.4) ¢ semelhante a outras estruturas conhecidas para proteinas
S100 pela unido entre os dois motivos “EF-hand”. A comparagdo da seqiiéncia primaria ¢
estrutura entre membros da familia sugerem que a regido de ligagdo na S100A12 ¢é formada
por uma regido de interface entre os mondmeros entre residuos do C-terminal de uma
subunidade e os residuos do N-terminal da outra subunidade do dimero. O motivo “EF-hand”
do N-terminal inclui dois glutamatos que s3o conservados na maioria das seqiiéncias S100.
[Moroz, 2001].

A funcdo das proteinas ligantes de calcio (CaBPs) do tipo S100 ainda ndo esta clara,
sendo algumas delas associadas ao desenvolvimento de tumores e¢ a indugdo de metéstase
quando sua expressdo esta desregulada. Além disso, um receptor de superficie celular ja foi
identificado para SI00A12 (RAGE, receptor para produtos de glicosilagdo), sendo também
indicado como um receptor putativo para outras proteinas S100. A interagdo com esse
receptor parece representar uma fun¢do crucial em inflamagdes relacionadas a S100A12.
[Hofmann, 1999 e Hsieh, 2003]. Sabe-se também que a S100A12 bem como a S100A13
ligam-se a drogas antialergé€nicos, sugerindo o envolvimento desta em reacdes alérgicas
[Shishibori, 1999] .

Algumas proteinas S100 tém afinidade pelos cations zinco ou cobre, sendo o sitio

ligante 0 mesmo para ambos. Estes cations podem regular importantes fungdes homeostaticas
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intracelulares e também fungdes extracelulares como atividade antiparasitaria e antifungica da
S100A12 e S100A9 [Ravasi, 2004]. Juntas, as calgranulinas S100A8, S100A9 e S100A12
compdem aproximadamente 50% das proteinas do citosol de neutrofilos [Edgeworth, 1991;
Dell'Angellica, 1994; Guignard, 1995]. Neutrofilos promovem a primeira linha de defesa
contra infec¢do. As calgranulinas tém mostrado, ainda, possuirem atividade antimicrobiana
[Steinbakk, 1990; Brandtzaeg, 1995; Santhanagopalan, 1995]. Para as proteinas S100AS8 e
S100A9 a atividade antimicrobiana est4 relacionada com a ligagcdo de zinco, provavelmente
privando os microrganismos de zinco [Clohessy & Golden, 1995; Sohnle, 1997; Hunter,
2002]. Atividade antimicrobiana foi encontrada para um peptideo consistindo de 15 residuos
de aminoécidos do C-terminal da S100A12, atuando primariamente contra bactéria gram-
negativa na presenca de zinco, que ¢ encontrada em altas concentra¢des em fluido nasal de
pacientes com fibrose cistica [Cole, 2001]. Alguns processos inflamatorios associados a

S100A12 em niveis extracelulares estao relacionados na tabela 1.1

Tabela 1. 1 Fungdes pro-inflamatérios e diagnosticos associados a fagdcito-especifico para SI00A12.

Funcbes biolégicas extracelulares Doencas associadas
Super regulacdo da adesdo de moléculas em Infeccdes
células endoteliais
Ativagdo de células inflamatdrias Artrite psoridtica e reumatoide
Propriedades quimiotaticas Fibrose cistica
Atividade antimicrobiana Inflamacao intestinal
Doenca de Kawasaki

Cristais de S100A12 porcina nativa foram obtidos [Nonato, 1997], visando a
determinagdo da estrutura cristalografica e o melhor entendimento do mecanismo de atuagdo
das CaBPs em fungdo da presenca de célcio. Porém, a estrutura cristalografica ndo pode ser
resolvida, mesmo a SI0O0A12 humana ja tendo sua estrutura 3D resolvida, o que a principio

permitiria a determinagdo da estrutura por substituicdo molecular. Pode-se especular que a
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liberdade conformacional dessas proteinas, dirigida pela ligacdo de calcio e zinco, pode ter
sido principal problema enfrentado. Assim, este projeto teve a motivagdo inicial de prover
proteina de forma ilimitada através da expressao heterdloga da S1I00A12 em Escherichia coli,

permitindo estudos sobre sua estabilidade estrutural e a influéncia de seus ligantes.

1.3 A producéo heteréloga

A escolha de um sistema de expressdo recombinante adequado depende dos objetivos
com relagdo ao produto e suas utilizagdes. Escherichia coli tem se mostrado um hospedeiro
ideal para as manipulagdes requeridas na produgdo heterdloga de proteinas e um grande
nimero de vetores comerciais ja foram e continuam sendo desenvolvidos especificamente
para a expressdo neste organismo. Sua facilidade de crescimento permite também que um
grande numero de experimentos seja realizado rapidamente durante o processo de otimizagao
da expressdo. E. coli ainda tem outras vantagens que lhe torna um hospedeiro de expressao
preferencial, como altos rendimentos e manutencdo barata, se comparada a hospedeiros
eucariotos [Carey, 1996]. Neste trabalho a estratégia para a producdo da proteina alvo como
uma proteina de fusdo a ser expressa em E. coli foi abordada e diversos vetores para
expressdo foram construidos, visando o estabelecimento de um sistema de expressao

adequado, bem como uma alta producao heter6loga.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral a obtencao do gene sintético que codifica
a S100A12 porcina para viabilizar a produgdo desta proteina de forma heterdloga e
posteriores estudos estruturais.

Para isso, os seguintes objetivos especificos foram tracados:

v Construir um fragmento génico sintético codificando a S100A12;

v Clonar o referido fragmento em vetor de propagacdo e realizar seu
sequenciamento;

v Montar vetores adequados a expressao heteréloga da S100A12 em E. coli;

v Produzir e purificar a proteina recombinante;

v Analisar a estabilidade estrutural da proteina recombinante, bem como a

influéncia da ligagdo de ions célcio e zinco, utilizando espectroscopia de dicroismo

circular e fluorescéncia.
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3.1 - Construcéo do gene sintético

A motivagdo inicial deste trabalho foi a obtencdo de quantidades ilimitadas de
proteina para a realizagdo de ensaios cristalograficos visando a determinagdo da estrutura
protéica, realizacdo de estudos da estabilidade estrutural e investigagdao da influéncia de seus
ligantes na estrutura protéica. A metodologia empregada para obteng¢do de material bioldgico
de forma ilimitada foi por meio da expressdao heterologa, entretanto esta técnica exige que se
tenha uma seqiiéncia génica que codifique a proteina desejada, como o gene da S100A12
porcina ainda ndo foi clonado e se trata de uma seqiiéncia pequena a estratégia empregada
para a obtengdo do gene foi a construgdo de um gene sintético via PCR com codons
otimizados para expressao em E. coli, o que independe do material biologico.

A seqiiéncia de DNA para a constru¢do do gene sintético foi obtida utilizando o
programa DNA Star (modulo EditSeq), através da tradugdo reversa da seqiiéncia primaria da
S100A12 porcina (numero de acesso no GenBank - P80310), utilizando cédons preferenciais
para E. coli. Foram construidos 6 pares de oligonucleotideos (cerca de 64pb cada) que
hibridizam na extremidade 3’ (sobreposicao de 17 pares de bases). Nos “primers” cagS1 e
cagR3 foram inseridos sitios de restricdo Ndel e Xhol, respectivamente, para facilitar e
direcionar a subclonagem nos vetores pET29b e pTYB2.

As seqiiéncias dos oligonucleotideos (“primers”) estao descritas abaixo:
Primer - cagS1(1-66):
5’GGAATTCCATATGACCAAGCTGGAGGACCACCTGGAAGGTATTATCAACATCTTCCACCAGTACTC3'
Primer - cagR1(113-49):

5’GCTTCAGTTCACGTTTGATCAGGGTGTCGTAGTGACCCAGACGAACAGAGTACTGGTGGAAGATG3’

14
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Primer — cagS2(97-161):
5’CAAACGTGAACTGAAGCAGCTGATCACCAAAGAACTGCCGAACACCCTGAAGAACACCAAAGACC3’
Primer — cagR2(209-145):
5’CATCTTGGTTAGCGTCCAGGTTCTGGAAGATTTTGTCGATGGTACCCTGGTCTTTGGTGTTCTTC3’
Primer — cagS3(193-256):
5’GGACGCTAACCAAGATGAACAGGTTTCTTTCAAAGAATTCGTAGTTCTGGTTACTGACGTACTG3’
Primer — cagR3(296-239):

5’GCCGCTCGAGTTCTTTGTGGATGTTGTCGTGAGCGGTGATCAGTACGTCAGTAACCAG3’

A construgdo do gene sintético foi realizada em duas etapas. A primeira etapa
constituiu-se numa reagdo de extensdo, na qual foram usados: 10 picomols dos “primers”
cagR1, cagS2, cagR2 e cagS3; 0,2 mM de dNTPs; 0,5 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen), tampao da enzima com 2,5 mM de sulfato de magnésio e agua MilliQ. O
volume total da reagdo foi de 25 pl. Esta reagdo foi realizada com incubacgdo inicial 2 min a
94°C, seguidos por 10 ciclos consecutivos a 94°, por 30 seg., 45°, por 20 seg. e extensdo por
15 seg. a 68°C. Uma incubacao final a 68°C por 5 min completou o processo de extensdo para
a montagem de uma seqiiéncia codificante dupla fita da SI00A12 (molde). Na Figura 3.1
estdo representadas as regides de sobreposi¢cao dos “primers” em suas extremidades 3’ para a
obtencao deste molde.

Uma segunda etapa consistiu na reacdo de amplificagdo (PCR), utilizando o molde
anterior resultante da reagdo de extensdo. A reacdo foi montada utilizando 2l da reagdo de
extensdo; 100 picomols dos “primers” S1 e R3 e o restante dos reagentes utilizados na reag¢ao
de extensdo em igual concentragdo, sendo o volume final de 25ul. A reagdo foi realizada num
termociclador (PTC-100, MJ Reseach, Inc.) com incubagdo inicial de 2 min a 94°C, seguidos
por 5 ciclos consecutivos a 94°, por 30 seg., 45°, por 20 seg. e extensdo por 20 seg. a 68°C,

seguidos por mais 20 ciclos alterando apenas a temperatura de hibridizacdo dos “primers” de
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45° para 55°C. A reacdo foi finalizada com uma extensao a 68°C por 5 min. O produto de
PCR referente a um fragmento de DNA codificando a SIO0A12 (representado pela figura

3.1), foi submetido a analise em gel de agarose 0,8% em tampao TAE [1X].

5 o7 cags2 161 193 cagsd 256
49 cagRI 112 145 caghl 209
5! 3
R
M1 [ T 2
3 5

Figura 3. 1 Esquema geral da montagem do gene sintético. Os numeros remetem a posi¢do do nucleotideo
correspondente na seqiiéncia do gene sintético e os “primers” aparecem em italico.

3.2 - Clonagem do gene sintético s100al12

O produto final de PCR foi entdo clonado no vetor de propagacdo pGEMT-Easy
(Promega) sob as condi¢des recomendadas no manual do fabricante. Sucintamente, com o
produto de PCR foi preparada uma mistura de ligacdo utilizando uma proporcdo de 3:1 de
inserto (o produto de PCR adenilado) e vetor, ou seja, 150ng de inserto para 50ng de vetor,
nas condi¢des listadas na tabela 3.1, formando o vetor de propagagdo denominado
pGEMTs100al2. Este vetor, apos seqlienciado foi utilizado na subclonagem para os vetores

de expressao pTYB2 e pET29b.
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Tabela 3. 1 Reacdo da mistura de ligacdo do inserto no vetor de clonagem pGEMT-Easy (*Invitrogen).

Reagentes Quantidade Final
Vetor pGEMT-Easy 50 ng
Inserto 150 ng
Tampao T4 DNA Ligase* [2x] 5uL
T4 DNA Ligase [3 U/uL] 3U
Agua MilliQ 1,5 uL
Volume Final 10 uL

Dada a necessidade de uma constru¢do génica que codificasse a proteina de sem
qualquer fusdo (pET29a) ou apenas com um hexapeptideo de histidinas fusionado e que
pudesse ser removido facilmente, novos “primers” foram sintetizados. Assim, para
proporcionar a subclonagem nos vetores de expressio pET28a(+) e pET29a um novo
“primer” acrescido de um coédon de parada e um sitio de clivagem reconhecido pela BamHI

(representado abaixo), foi utilizado.

Primer — CagcRev-Bam:

5°CGG GAT CCT CAT TAT TCT TTG TGG ATG TTG TCG3’

A reagdo de amplificacdo foi montada utilizando como molde 50ng do vetor
pGEMTs100al2; 100 picomols dos “primers” S1 e CagcRev-Bam, 0,2 mM de dNTPs; 0,5 U
de Taqg DNA polimerase (Invitrogen); tampao da enzima com 2,5 mM de sulfato de magnésio
e agua MilliQ. O volume total da reagdo foi de 50 pl. A amplificacdo foi realizada num
termociclador (PTC-100, Mj Reseach, Inc.) sob incubagdo inicial de 2 min a 94°C, seguidos
por 5 ciclos consecutivos de 94°, por 30 seg., 55°, por 20 seg. e 68°C por 20 seg.; seguidos por
mais 20 ciclos alterando apenas a temperatura de hibridizagdo de 55° para 60°C. O produto de
PCR referente ao gene s/00al2, apés analise em gel de agarose 0,8% em tampao TAE [1X],

foi inserido no vetor pGEMT-Easy, por meio da preparacao de uma mistura de ligagdo nas
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mesmas condicoes listadas na tabela 3.1, formando o vetor de propagacdo denominado
pGEMTs100al2Bam.

As misturas de ligagao foram incubadas “overnight”, a 8°C. A seguir, 2 pL. da mistura
foram utilizados para transformar, por choque térmico, células de E. coli da linhagem DHS5-a
competentes por CaCl, (Ausubel,1995). As colonias transformantes foram cultivadas em meio
LB-agar contendo 0,5mM de IPTG; 0,1mg/mL de X-gal; 0,lmg/mL de ampicilina, a 37°C,
“overnight”. Das coldnias selecionadas, identificadas visualmente pela cor branca, o DNA
plasmidial foi extraido por lise alcalina e submetido a andlise de restri¢do com as enzimas Nde
I (2,5U) e Xho 1 para o pGEMTs100A412 ou Ndel e BamHI para pGEMTs100al2Bam, os
resultados foram visualizados em gel de agarose 0,8% em tampao TAE [1X].

Os clones positivos foram seqiienciados pelo método do didesoxinucleotideo marcado
[Sanger, 1977] em um seqiienciador automatico ABI-Prism 377 (Perkin Elmer), segundo
instrucdes do fabricante, realizado no laboratério do Grupo de Cristalografia do Instituto de

Fisica de Sao Carlos.

3.3 - Subclonagem nos diversos vetores de expressao

A partir de um clone com a seqiiéncia correta, o fragmento de DNA codificando a
S100A12 foi extraido e subclonado em diversos vetores de expressao bacterianos. O vetor de
propagacao contendo o gene em questdo (nGEMTs100al2) e os vetores de expressao pTYB2
(New England) e pET29b (Novagen) foram digeridos com as endonucleases de restrigdo Nde |
e Xho 1, incubadas por quatro horas, a 37°C. Outras reagdes de digestdo com as endonucleases
de restricao Nde 1 e BamHI foram realizadas com vetor pGEMTs100al2Bam ¢ os vetores de

expressao pET28a(+) e pET29a (Novagen), figura 3.2, sob incubacdo por quatro horas, a
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37°C. Vetores e insertos digeridos foram purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) e quantificados em gel de agarose 0,8%.

Com os vetores de expressdo clivados e purificados, o proximo passo consistiu na
ligagdo dos insertos aos vetores ja linearizados, sendo a razdo molar de vetor e inserto 1:10
para pTYB2 e pET29b e 1:8 para pET28a e pET29a. As misturas de ligacdo foram incubadas

“overnight” a 8°C, e estdo descritas na tabela 3.2.

Tabela 3. 2 Reacdo da mistura de ligagdo do inserto nos vetor de propagacédo (*Invitrogen).

Reagentes pTYB2 pET28a pET29a pET29b
Inserto 42ng 45ng 45ng 60ng
Vetor 100ng 100ng 100ng 100ng
Tampio da T4 DNA ligase [5X] [1X] [1X] [1X] [1X]
T4 DNA ligase [3U/ uL] 1U 1U 1U 1U
Volume Final 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL

Apds a incubagdo, a mistura de ligagao foi utilizada na transformacao de células de
E.coli DH5a, competentes por tratamento com cloreto de célcio (protocolo descrito em
Ausubel,1995). As coldnias transformantes foram selecionadas pela resisténcia ao antibidtico
especifico (30 pug/mL canamicina para o pTYB2 ou 50 pg/mL ampicilina para pET28a ou
pET29a ou b). De cada construgdo, quatro colonias tiveram seus DNAs plasmidiais extraidos
e submetidos a andlise de restricdo com as enzimas adequadas [Ndel (2,5U) e Xhol (5U) ou

BamHI (10U)], analisados em gel de agarose 0,8% com tampao TAE [1X].
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His-Ta.

MGSSHHOHHASS GLVPRGSHMTKLEDHLEGIINIFHQYSVRLGHYDTLIKRELK QL
ITKELPNTLKNTKDQGTIDKIFQNLDANQDEQVSFKEFVVLVIDVLITAHDNIHKE

pET-28a(+)
(5369bp)

MTKLEDHLEGIINIFHQYSVRLGHYDTLIKRELKQLITKELPNTLKN
KDQGTIDKIFQNLDANQDEQVSFKEFVVLVIDVLITAHDNIHE

pET-29a(1)
(5371bp)

Figura 3. 2 A) Vetor pET-28a(+), seqiiéncia primaria da rS100A12-HisN; f1, origem f1; Kan, gene que confere
resisténcia & kanamicina; ori, origem; ¢ LAC, operador lac.; B) Vetor pET-29a(+), seqiiéncia primaria da
rS100A12; f1, origem f1; Kan, gene que confere resisténcia a kanamicina; ori, origem; e LAC, operador lac.;
Figura modificada do manual de instru¢des pET-vectors, Novagem.
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3.4 - Expressao heterologa

Os plasmideos recombinantes produzidos nos vetores de expressdo pTYB2, pET28a,
pET29a e pET29b foram denominados pS100A12-inteina, pS100A12-HisN, pS100A12 e
pS100A12-HisC, respectivamente. Estes foram utilizados na transformacdo de células de E.
coli BL21(DE3), competentes por cloreto de calcio [Ausubel, 1995], para expressao.

As colonias transformantes foram inoculadas em meio LB, contendo o antibidtico
adequado de selegdo, e crescidas a 37°C, sob agitagdo até a cultura atingir uma densidade
optica (D.0O.) de 0.6-0.8 em 600nm. Em seguida testes de expressdo da proteina recombinante
foram realizados em diferentes concentragdes (0,01, 0,1 e 0,4mM) do indutor (IPTG), por
quatro horas a 37°C e “overnight” a 22°C. A producdo da proteina recombinante foi
monitorada pela retirada de aliquotas da cultura a cada hora, submetidas a analise em SDS-
PAGE 15% [Laemmli, 1970] e SDS-PAGE 16% em tampao tricina (tricina 0,1M em Tris
0,1M e SDS 0,1%) [Schiagger & Jagow 1987]. Ao final da inducdo, a cultura foi centrifugada

a 5000xg durante 10 minutos, a 4°C, sendo o precipitado (células) estocado a -20 °C.

3.4.1 Analise da solubilidade da proteina recombinante

As células foram descongeladas e ressuspensas nos tampdes: para rS100A12-inteina
um tampao contendo 10mM de fosfato de sodio pH7,0; 150mM de KCI; 0,ImM de EDTA,
adequado para a purificagdo em resina de quitina (New England); para a rS100A12-HisN e
rS100A12-HisC, tampao contendo Tris 20mM pHS8,0 e NaCl 500mM, adequado para a
purificacao em resina de Ni-NTA Superflow (Quiagen); e a rSI00A12 em tampao contendo
Tris 20mM pHS8,0 e NaCl 300mM. A lise celular foi realizada em aliquotas de SmL com

auxilio de um sonicador operando em sua poténcia maxima, por sete ciclos com intervalos
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regulares de 30 segundos de repouso em gelo entre cada pulso. O extrato resultante foi
centrifugado a 20000xg a 4 °C, por 30 minutos, dos quais aliquotas do precipitado ¢ do
sobrenadante foram retiradas e submetidas a SDS-PAGE 15% e SDS-PAGE 16% em tampao

tricina.

3.5 - Purificacéo das proteinas recombinantes

3.5.1 rS100A412-inteina: cromatografia de afinidade

A purificacdo da proteina recombinante em fusdo com a inteina foi realizada em resina
de quitina (ImL), previamente equilibrada com o tampao de ressuspensao (10mM de fosfato
de sodio pH 7,0; 150mM de KCI; 0,ImM de EDTA). O sobrenadante do extrato bruto foi
aplicado a coluna sob um fluxo de 0,5mL/min e a resina foi lavada em seguida com 10
volumes de tampao de ressuspensdao. Entdo foram aplicados 3 volumes do tampao de
clivagem (tampao de ressuspensao acrescido com 30mM de DTT), sob o fluxo de ImL/min,
para que os grupos tiol do DTT ficassem espalhados pela resina induzindo a clivagem da
proteina de fusdo. A coluna foi incubada “overnight” a 8°C, para garantir 0 méaximo de
eficiéncia na clivagem. Finalmente, a proteina foi eluida com 3 volumes de tampao de
ressuspensao. Em todos os passos, amostras foram recolhidas e submetidas a SDS-PAGE

15% para analise.

3.5.2rS100412-HisN e rS100412-HisC: cromatografia de afinidade por metal quelado

A purificacdo de ambas as proteinas seguiu o mesmo protocolo, ja que as construcdes
diferiram apenas na posi¢ao da cauda de histidinas, a rS100A12-HisN com a cauda localizada
na por¢ao N-terminal e a rS100A12-HisC com a cauda de histidinas na por¢do C-terminal. A

técnica utilizada foi a cromatografia de afinidade por metal quelado, na qual o niquel
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covalentemente ligado a matriz possui alta especificidade pelos residuos de histidina presentes
na proteina (QIAexpressionist). As purificacdes foram realizadas em 4mL de resina de Ni-
NTA-Agarose, como esquematizado na Figura 3.3, pré-equilibrada com o tampao utilizado
para ressuspensao das células. O extrato bruto foi aplicado a resina e incubado por cerca de 30
minutos sob 30rpm de agitacdo a 22°C. Em seguida a resina foi empacotada numa coluna e
lavada com 10 volumes de tampao de ressuspensdo. Para elui¢do, foi realizado um gradiente
de concentracdo de imidazol de 10 a 500mM. Amostras ao longo do gradiente foram retiradas
e analisadas em SDS-PAGE 16% em tampao tricina. As proteinas eluidas foram dialisadas,
em saco de dialise de 3kDa de poro, contra tampao Tris 20mM pH 8 contendo 10mM de

NaCl, para retirada do imidazol.
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Figura 3. 3 Cromatografia em resina de niquel. Purificacdo de proteinas recombinantes expressas em E.coli por
cromatografia de afinidade por metal quelado (Figura adaptada do manual QIAexpressionist).
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3.5.3 rS100412

a) Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia por exclusdo molecular foi utilizada na primeira etapa da purificagdo
da constru¢ao da rS100A12 sem fusdo. Esta técnica tem como fundamento a separacdo de
proteinas, em uma dada mistura, devido a seu tamanho, forma e suas propriedades
hidrodinamicas. O sobrenadante (extrato bruto) contendo a rS100A12 foi aplicado em coluna
Superdex 75 (10/30, GE Healthcare), pré-equilibrada com tampao tris 20mM pHS,0 contendo
300mM de NaCl, sob um fluxo de 0,5SmL/min, acoplada a um sistema Akta Explorer 10
(Amersham Pharmacia Biotech). A proteina foi eluida com o tampdo de equilibrio,
monitorada em 280nm com coleta de fragdes de ImL. As fragdes eluidas foram analisadas em
SDS-PAGE 16% em tampado tricina e as fracdes correspondentes a rS100A12 foram

dialisadas contra tampao Tris 20mM pHS,0.

b) Cromatografia de troca ionica

Apbs a didlise das fragdes eluidas da Superdex 75, estas foram aplicadas numa coluna
Mono Q HR 5/5 (GE Healthcare), previamente equilibrada com Tris 20mM pH 8,0 (tampao
A). A purificacdo foi realizada utilizando o sistema AKTA Purifier (GE Healthcare) sob um
gradiente linear de NaCl, de 0,1M a 1M em 20 min. A velocidade do fluxo foi de 0,5mL/min,
monitorada pela a absorbancia em 280nm, e o eluato coletado em fragdes de ImL. As fragdes

eluidas foram analisadas em SDS-PAGE 16%, tampao tricina.
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3.5.4 Eletroforese em gel desnaturante

As amostras de rSI00A12 obtidas em todas as etapas de suas produgdao foram
submetidas a SDS-PAGE, segundo método proposto por Schingger & von Jagow em 1987,
que utiliza géis de poliacrilamida a 16% e tampao de tricina 0,1M em Tris 0,1M e SDS 0,1%,
obtendo assim melhor resolugdo para proteinas pequenas (5 a 20 kDa). O sistema utilizado
para a corrida eletroforética foi um sistema vertical da Pharmacia LKB Biotechnology,
Uppsala, Suécia. Os marcadores de massa molecular (MM) utilizados foram: albumina de
soro bovino, BSA (66kDa), ovalbumina, OVA (45kDa), anidrase carbdnica bovina, ACB
(30kDa), inibidor de tripsina de soja, ITS (20,1kDa) e citocromo C, CIT-C (12,4kDa). Os
marcadores de baixa massa molecular foram fragmentos de mioglobina (1533 aminoacidos):
fragmentos de 1 a 131 (16,9kDa), 56 a 153 (14,4kDa), 56 a 131 (10,7kDa), 1 a 55 (8,1kDa) a

132 a 153 (6,2kDa).

3.5.5 Determinacdo da concentracdo protéica

O célculo da concentracdo de proteinas foi determinado pela absorbancia em 280nm,
medido em um espectrofotometro U-2001 Hitachi, utilizando o coeficiente de extingdo
teorico, baseado na composi¢do de aminoacidos [Gill e Hippel, 1989]. O coeficiente de
extingdo tedrico calculado para rS100A12 e rS100A12-HisN, teve o mesmo valor para ambas,
foi €250 = 2980 M'.cm™, obtido através de um conjunto de programas encontrados no Expasy

(Expert Protein Analysis System, http://ca.expasy.org).
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3.6 - Determinacao do estado de oligomerizacéao da rS100A12

A reacdo de cross-linking quimica foi usada para verificar o estado de oligomerizacao
da proteina apo-rS100A12. A proteina (10 uM) foi incubada em tampao HEPES 20mM,
pHS,0, contendo 10mM de NaCl e 50mM de DSS, num volume final de reacao de 100 pL, a
22°C por uma hora. A reagdo foi interrompida adicionando tampao Tris-HCl 50mM, pH7,5 e
analisada em SDS-PAGE 15%.

Outra forma para determinar e confirmar a oligomerizacao da rS100A 12 utilizada foi a
cromatografia de exclusdo molecular da proteina pura, realizada em uma coluna Superdex-75
(10/30, GE Healthcare) acoplada ao sistema automatizado AKTA Purifier (GE Healthcare). A
coluna foi equilibrada com tampao Tris-HCI 20mM, pH 8,0, contendo 10mM de NaCl e a
proteina eluida com tampao de equilibrio. Uma amostra contendo 25 pM de rS100A12 foi
aplicada a coluna e seu volume de elui¢do foi comparado ao volume de eluicdo dos padrdes
de massa molecular. O volume de eluicdo relativo foi calculado como:

K.= (Ve—VO)/(VC—VO), onde V, ¢ o volume de eluigdo, Vy ¢ o volume do void ¢ V. ¢é o

volume geométrico da coluna. A curva de calibracdo foi construida K,, versus log(M). A
massa molecular da apo-rS100A12 foi estimada por meio da curva de calibragdao. Os padrdes
de massa molecular utilizados foram albumina de soro bovino, BSA (66kDa), ovalbumina,

OVA (45kDa), quimotripsinogénio A (25,0kDa), Ribonuclease A (13,7kDa).
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3.7 - Desnaturacao e renaturacao

3.7.1 Tampodes e solucoes

Todos os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram do mais alto grau de
pureza. Para cobrir a faixa de pH entre 3 a 11 foram utilizados os seguintes tampdes: glicina —
HCI (pH3,0), acetato de sodio - HCI (pH 4,0), MES-HCI (pH 6,0), Tris-HCI (pH 7,5-8,0),
bicina-NaOH (pH 8,5), glicina-NaOH (pH10-10,5), todos preparados numa concentracao final
de 20mM, contendo 10mM de NaCl. A solu¢do estoque de uréia foi preparada em tampao

Tris-HCI pH 8.0, contendo 10mM de NaCl, numa concentracdo final de uréia de 8M.

3.7.2 Reacdo de desnaturacdo quimica com uréia

As reagdes de desnaturacdo foram realizadas com trés concentragdes diferentes de
rS100A12-HisN: 15uM, 25uM e 50uM. As solucdes foram incubadas “overnight” em tampao
Tris-HCI 20mM, pH 8.0, contendo 10mM de NaCl e ImM de EGTA, a 22°C, contendo uréia.
A concentragdo de uréia variou de 0 a 7,0M (0M; 0,25M; 0,5M; 0,75M; 1M; 1,25M; 1,5M;
1,75M; 2M; 2,25M; 2,5M; 2,75M; 3M, 3,25M; 3,5M; 3,75M; 4M; 4,25M; 4,5M; 4,75M; 5M,
5,25M; 5,5M; 5,75M; 6M; 7M). A reagao de desnaturagdo foi realizada com a diluigdo
cuidadosa da proteina (1:50 vezes) em tampao com concentracdo crescente de uréia sob

agitacdo suave [Price, 1997]. Todos os experimentos foram executados em triplicata.
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3.7.3 Renaturacdo quimico com uréia

Solugdes contendo 768uM de rS100A12-HisN em tampao Tris-HCI 20mM, pH 8.0,
contendo 10mM de NaCl, ImM de EGTA e 5M de uréia, foram incubadas ‘“overnight”, a
temperatura ambiente, 22°C, para que ocorresse a desnaturagdo. As amostras assim
desnaturadas foram diluidas cuidadosamente, para uma concentracdo final de proteina de 25
uM, em tampao Tris-HCl 20mM, pH 8.0, contendo 10mM de NaCl e ImM de EGTA, de
modo que as solugdes finais obtidas tinham concentragdes de uréia iguais a: OM; 0,25M;
0,5M; 0,75M; 1M; 1,25M; 1,5M; 1,75M; 2M; 2,25M; 2,5M; 2,75M; 3M, 3,25M; 3,5M;
3,75M; 4M; 4,25M; 4,5M; 4,75M; 5M, 5,25M; 5,5M; 5,75M; 6M; 7TM [Price, 1997]. Todos

os experimentos foram executados em triplicata.

3.8 - Medidas espectroscopicas

3.8.1 Dicroismo Circular (CD)

Dicroismo circular (CD) ¢ uma espectroscopia quirdptica, ou seja, ¢ uma técnica
espectroscopica que utiliza a interacao diferencial de moléculas com a luz circularmente
polarizada. O fendmeno de CD consiste na absorcdo diferencial da luz circularmente
polarizada a esquerda e a direita por uma molécula quiral, ou seja, uma molécula opticamente
ativa (proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos). Como as proteinas estdo repletas de
centros quirais (carbonos a e carbono B da treonina e isoleucina) distribuidos e arranjados ao
longo da cadeia principal em hélices alfa, folhas beta, estruturas desordenadas e outras, a
estrutura secundaria dessas macromoléculas podem ser caracterizadas e quantificadas por

espectroscopia de CD [Cantor, 1980].
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Na aplicacao dessa técnica, o feixe plano polarizado ¢ decomposto através de um
modulador, em duas componentes: luz circularmente polarizada a direita, 1, e luz
circularmente polarizada a esquerda, 1, (figura 3.4 A). Se, apos a passagem através da
amostra, as componentes | e r sdo absorvidas igualmente haverd uma regeneracao da radiagao
polarizada no plano original. Entretanto, se uma das componentes ¢ absorvida pela amostra
numa intensidade maior que a outra, a radiagdo resultante combinada estara elipticamente
polarizada, tragando uma elipse (figura 3.4 B) [Kelly, 1997].

Na pratica, o espectropolarimetro ndo recombina as componentes, mas detecta as duas
componentes, separadamente. Ele entdo mostrard o dicroismo a um dado comprimento de

onda expresso tanto como a diferenca na absorbancia das duas componentes (A4d=A, —A,)

ou como a elipticidade em graus (6), dado por

0=tan"1%,

onde b e a sdo os eixos menores e maiores da elipse resultante, como mostrado na figura .

Figura 3. 4 Origem do efeito de Dicroismo Circular. Decomposi¢do do feixe plano polarizado em duas
componentes circulares a esquerda (L) e a direita (R), antes (A.) e depois (B.)de passar pela amostra. Modificado
a partir de Kelly & Price, 1997.

Existe uma relagdo numérica simples entre 44 e 6 (6 em graus), isto €, 6=32,98 4A4.
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Uma das vantagens ¢ que varios aspectos da estrutura protéica em solugdo podem ser
medidos. Estudos na regido do ultravioleta distante (tipicamente 240nm a 190-180nm) podem
ser utilizados para avaliar, quantitativamente, o conteudo total de estrutura secundaria de

proteinas (figura 3.5). Nesta regido, o grupo que absorve ¢ a ligacdo peptidica. Existe uma

* *

fraca, mas larga transicdo n —n centrada a cerca de 210 nm e uma intensa transi¢do m1 — @
em torno de 190nm [Robert, 1994].

Como quase todas as moléculas bioldgicas sdo opticamente ativas ¢ a atividade Optica
esta intimamente relacionada com a conformagdo de uma molécula, a técnica de CD ¢
amplamente utilizada em estudos de mudangas conformacionais, vizinhangas locais,
interagdes de ligantes com proteinas, desnaturacdo e renaturacdo de proteinas, bem como

estimativa do conteudo das fragdes de estruturas secundarias [Kelly, 1997].

EO000 T T T T

40000 |-

(0] (grau.cm® mol™)

= 20000

160 180 200 20 140 260
Comprimento de onda (nm)

Figura 3. 5 Espectro de CD no UV distante, de varios tipos de estrutura secundaria: curva solida, a-hélice;
tracejada longo, folha-B antiparalela; pontos, B-turn; e tracejado curto, estrutura irregular. Modificado a partir de
Kelly & Price, 1997
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3.8.2 Dicroismo circular (Far-UV CD)

As medidas de desnaturacdo quimica e térmica foram monitoradas por far-UV CD
realizadas em um espectropolarimetro JASCO J715 (JASCO Corporation, Japao), equipado
com um sistema de controle de temperatura (Peltier) de temperatura. As solucdes protéicas
em concentragdes de 5, 15, 25 e 50uM foram adicionadas em uma cubeta de quartzo,
retangular, de 0,1cm de caminho 6ptico. Os espectros foram gravados num intervalo de 195 a
240 nm, a 22°C, em média de 16 acumulagdes, com uma velocidade de varredura de
100nm.min”', com largura de banda de Inm e um tempo de resposta de 0,5s. Para os
espectros contendo uréia, o intervalo monitorado foi de 212 a 250nm, devido a alta absor¢ao
do solvente em comprimentos de onda menores.

A desnaturacdo e a reversibilidade da rS100A12-HisN foi analisada tanto quimica
como termicamente. As andlises foram caracterizadas pela mudanga nas medidas de
elipticidade em 220nm induzidas pelo aumento ou diminui¢cdo da concentracdo do agente
desnaturante ou pelo aumento da temperatura, variando de 20°C até 94°C sob um fluxo de
10°C por hora.

A reversibilidade térmica da rS100A12-HisN desnaturada foi analisada adquirindo o
espectro de CD, nas mesmas condigdes iniciais, ou seja, apds o aquecimento até 94°C a
solugdo de proteina foi submetida a um “resfriamento” de 94°C para 20°C, variando 10°C por

hora.

3.8.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

Espectroscopia de fluorescéncia ¢ uma das técnicas mais utilizadas no estudo e

caracterizagdo  macromoléculas  bioldgicas, sendo possivel verificar mudancas
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conformacionais discretas no microambiente dos grupos fluorescentes, denominados
fluoroforos. [Eftink, 1991 e Lakowicz, 1983]. O principio da técnica ¢ a relagdo
absorc¢ao/emissao de fotons por uma dada substancia, como ¢ ilustrado no diagrama de
Jablonski (figura 3.6). A absorc¢ao de luz por um determinado grupo cromoéforo excita seus
elétrons do estado fundamental Sy para um estado excitado S;. A partir deste estado, o excesso
de energia ¢ dissipado de varias formas, como reagdes fotoquimicas, decaimento radioativo
(produzindo fluorescéncia) e decaimento nao radioativo induzido por varios mecanismos de
supressao [Eftink, 1991]. As duas tultimas formas é que nos fornecem informagdes sobre

alteracdes estruturais nas macromoléculas bioldgicas.

S 1 F N T
1
1
I ~
1 Conversao Interna
1
1
1
1
1 AT

Si T I

“Intersystem Crossing”
Tl
Absorgéo
Fluorescéncia
hv hv hv
A A J hvp
Fosforescéncia
2 h 4 \ 4
S 1
0 A 4 A 4

Figura 3. 6 Diagrama de Jablonski para a absorcdo de fotons do estado fundamental Sy para os estados excitados
S.

Fluoroforos podem ser divididos em duas classes principais, conhecidas como
fluoréforos intrinsecos ou extrinsecos. Fluordforos intrinsecos sd3o os que ocorrem

naturalmente, tais como os aminoacidos aromaticos, NADH, flavinas e derivados de clorofila.
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Ja os fluoroforos extrinsecos sdo adicionados a amostra para promover a fluorescéncia onde
nao existe ou para mudar as propriedades espectrais da amostra [Campbel, 1984].

H4 muitos exemplos em que a molécula de interesse ndo ¢ fluorescente, ou o
fluoroforo intrinseco ndo ¢ adequado para o experimento desejado. Por exemplo, DNA e
lipidios sdo totalmente destituidos de fluorescéncia. Neste caso, a fluorescéncia ¢ obtida com
a marca¢ao da molécula com um fluoréforo extrinseco. Em proteinas, freqiientemente ¢
desejado que sua marcagdo seja com fluordéforos que tenham maior comprimento de onda de
excitacdo e emissdo que seus aminoacidos aromaticos. Permitindo assim que a proteina
marcada seja estudada na presencga de outras proteinas ndo marcadas [Lakowicz, 1983].

Inumeros fluoréforos estdo disponiveis, apresentando diferentes formas de interacao
com a molécula de interesse, podendo esta ser uma ligagdo covalente ou ndo covalente. Os
fluoréforos covalentes podem ter uma variedade de grupos reativos, para ligagdo com amina,
grupo sulfidril, ou histidina das cadeias laterais de proteinas. H4 um grande nimero de
fluoroforos que podem ser usadas para marcar proteina de forma ndo covalente, tais como
“naphthylamine sulfonic acids”, “l-anilino-8-naphthalenesulfonic acid” (ANS) e 6-(p-
toluidininyl)naphthalene-2-sulfonic acid (TNS), mais utilizados. Fluor6foros desta classe
frequentemente possuem uma pequena emissdo de fluorescéncia ou ndo apresentam
fluorescéncia em agua, entretanto quando ligado a proteina ou membrana apresentam grande

intensidade de fluorescéncia [Campbel, 1984 e Lakowicz, 1983].

3.8.4 Fluorescéncia estdtica

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro ISS K2
(ISS, IL, USA), modo estatico, equipado com um sistema circulador refrigerado (Neslab
RTE-210). A largura das fendas utilizadas para os monocromadores de excitacdo e emissao

foram 2 e 1, respectivamente. Os experimentos de fluorescéncia foram realizados utilizando
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uma sonda fluorescente extrinseca, o ANS, monitorando a exposi¢cao de regides hidrofobicas
da proteina por meio da ligagdo do ANS a essas regides [Semisotnov, 1991]. As medidas
foram realizadas em cubetas de quartzo com 1 cm de caminho otico, a 22°C, com
comprimento de onda de excitacdo de 360nm e a emissao monitorada de 400nm a 650nm. Em
cada ensaio foi utilizado 250uM de ANS e 10uM de rS100A12, em tampao Tris-HCI 20mM

pH 8.0 contendo NaCl 10mM, na auséncia ou presenga de Ca”>" e/ou Zn*".

3.9 - Calculos de parametros termodinamicos dos processos de desnaturacao

3.9.1 Energia da estabilidade conformacional da vrS100412-HisN

A partir dos resultados de desnaturacdo quimica obtidos por FarUV-CD foram
construidas as isotermas de desnaturacao, onde a elipticidade, expressa em termos da fragao
de proteina desnaturada, fp, foi colocada no eixo das ordenadas e a variacdo da concentragao
do agente desnaturante no eixo das abscissas. A fra¢ao de proteina desnaturada foi calculada

pela relagdo:
fD:%ObS € Jot+fp =1 (1)

em que G, ¢ a e elipticidade da amostra em uma determinada condi¢do, 6p € 6, sdo os
valores de elipticidade para os estados desnaturado e nativo.

A analise das isotermas foi feita assumindo que a proteina ¢ um homodimero e que a
desnaturacdo ocorre como um processo reversivel de dois estagios, sem a formagdo de
intermediarios passiveis de serem detectados. Assim, o ajuste das curvas foi realizado como
descrito por Mallam e colaboradores 2005, aplicando o modelo homodimérico de dois

estados, em que duas populagdes de proteina existem em equilibrio, denominadas
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homodimeros enovelados (D) e mondmeros desenovelados (M). Esse modelo ¢ descrito pela

equacdo 2 e 3:
De2M (2)
Ky =51 3)

A concentragdo monomérica de proteinas presente na amostra, P, para qualquer
concentragdo de uréia pode ser descrito em termos da fracdo de proteina desnaturada como
descrito pela equagdo 4 [Gitteleman & Matthews, 1990]:

P =2D]+[M]=(-1,)P, + 1, P, €)

A partir das equagdes 3 e 4, Ky pode ser expresso em termos de P; € fp:

)
Decorrente das equagdes anteriores, a energia livre de desnaturagdo (AG, ) para o
modelo de dois estdgios ¢ uma funcao linear da concentracao de uréia, onde AG;I 0 ¢ a:

AG, = AG!° + m[U]=-RTIn(K ) (6)
extrapolando a energia livre do desnaturagao na auséncia de uréia, m ¢ a inclinagdo do grafico
AG,, versus a concentracdo de uréia [U], ou seja, onde principia o desnaturagdo, e R e T sdo a
constante dos gases e a temperatura absoluta, respectivamente. Combinando as equagdes 5 e 6
e rearranjando os valores de AG/™ em termos da fracdo de proteinas desenoveladas, a

concentragdo de uréia pode ser obtida diretamente das curvas de desnaturagdo ajustando-as

com a equacao 7:

VK. +8K,P -K,
p—l 7
Ju 4P (7

t
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—(AG{}'ZO +m|denaturant ])

K, =e RT (8)

A equacgao 7 pode ser rearranjada e resolvida para determinar U, ,:

—|RT In(P )+ AG™°
U1/2= [ n(’;l)+ = ] (9)

As curvas de desnaturagao foram ajustadas pela equagdo 7, utilizando para isso o

programa Origin 7.0.

37



Resultados



4. Resultados

4. Resultados

4.1 — Obtencdo do gene sintético que codifica a SI00A12

A seqiiéncia génica codificando os 91 aminoécidos da proteina S100A12 porcina foi
desenhada baseada na seqiiéncia de aminoacidos ja publicada [Dell’Angelica, 1994],
utilizando cddons preferenciais para a expressdo em E. coli. Seis “primers”, com tamanhos
variando de 58 a 66 nucleotideos, foram sintetizados e utilizados para constru¢do do gene
sintético (Figura 3.1). O gene sintético s/00al2 foi obtido com sucesso apresentando o

tamanho esperado (~ 300 pb), tal como ilustra a figura 4.1.

T 2 3

00k - gd 00all

Figura 4. 1 Producdo do fragmento sintético codificando a S100A12. Eletroforese em gel de agarose 0,8%,
TAE, corado com brometo de etideo, mostrando: Coluna 1, marcador 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);
Coluna 2, produto da reagdo de extensdo dos “primers”; Coluna 3, banda de amplificagdo resultante da reagdo de
PCR, correspondente ao fragmento de DNA que codifica a SI00A12.
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4.2 — Subclonagem e sequenciamento

O gene sintético foi inserido no vetor pGEMT-Easy (Promega), o qual carrega a
resisténcia ao antibiotico ampicilina como marca de selecao, e propagado em células de E.
coli DH5-a. A confirmacdo dos clones positivos, ou seja, que continham o inserto, foi
realizada por andlise de restricdo do DNA plasmidial, visualizada em eletroforese em gel de
agarose 0,8%. A analise mostrou duas bandas de tamanhos distintos correspondendo ao vetor

pGEMT-Easy (3015pb) e ao inserto (300pb) em todas as colonias transformantes (figura 4.2).

1 2 3
el A

pOEMT-Eazy
#
e
200pb : — 0012

Figura 4. 2 Analise de restricdo dos clones recombinantes. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, TAE [1x],
corado com brometo de etideoe transiluminado sob luz UV, mostrando: Coluna 1, marcador de 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); Colunas 2 e 3, DNA plasmidial dos clones positivos submetidos a analise de restricdo
usando as endonucleases de restricdo Nde I e Xho 1.

Os clones transformantes que apresentaram o inserto de 300pb foram seqiienciados
pelo método do didesoxinucleotideo marcado, confirmando a presenga do gene sintético

inserido no vetor. A seqliéncia primaria deduzida codifica uma cadeia polipeptidica de 91
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residuos de aminodcidos com 100% de identidade com a seqiiéncia da S100A12 porcina,

acrescida de um cédon de iniciagdo (metionina) N-terminal. (figura 4.3).

GCAATTCCAT ATCACC ARG CTCRAGGAC CAC CTC AL GETATTATCAMCATC TTC CAC CA &0
M T E L EI H L E & I I N I F H @

GTACTCTGTTCGT CTGGET CAC TAC GACACC CTGATCAAL CET GAL CTCAACCAGCTEAT 1z0
YT 5§ ¥ R L & H Y b TULIXBREL KO L I

CACCAnACAALCTCCOGAACACCCTCAACRAACACCAAL CAC CAGCETACCATC CACAAD AT 130
T K EL P N TULEKEWNTETLIDDDOQTGTTITIDEKTI

CTTCCAZAACCTCCAC GOT AACCALCAT CAL CACCETT TCT TTCAAL GAATTCEGTAGTTCT Z40
F o N L DARARNOQTDEQTYTOSEEET FUV VT L

GGCTTACT GACGTACTGATCACCGCT CACGACAACATC CACAAD CAR CTC CAGCGECTEA 295
vy T 0D ¥wW L I T a2 HTDIDNTIMXUEETLE B Fim

Figura 4. 3 Seqiiéncia de DNA produzida codificando a rS100A12 e seqiiéncia primaria correspondente — Em
vermelho estdo destacada os motivos “EF-hands”; em roxo, os sitios ligantes de zinco; em azul, residuo néo
pertencente a SI00A 12 nativa.

A subclonagem do gene de interesse foi realizada com sucesso em diversos vetores de
expressao bacterianos: pTYB2, pET28a, pET29a e pET29b. Estes vetores foram escolhidos

por codificarem proteinas ou peptideos carreadores que facilitam a purificagao.

4.3 — Expressao heterologa

A analise da expressdo protéica foi realizada em SDS-PAGE, mostrada na figura 4.4,
na qual € possivel observar bandas de expressdao adicionais frente ao conteudo de proteinas
totais de E. coli BL21(DE3). A figura 4.4.A. exibe a produgdo das proteinas, rS100A12-
inteina e rS100A12-HisC, apds a inducdo com IPTG (coluna 3 e 5, respectivamente). Na
figura 4.4.A, coluna 3, pode ser observada uma banda de aproximadamente 66kDa, que

corresponde a inteina (55kDa) fusionada a proteina de interesse de 10kDa. Na coluna 5, pode-
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se observar uma banda intensa de aproximadamente 10kDa, relativa a produgdo da proteina
rS100A12-HisC.

Os vetores pS100A12-HisN e pS100A12 também foram capazes de expressar com
sucesso 0 gene sintético, produzindo as proteinas rS100A12-HisN (12kDa) e rS100A12
(10kDa), respectivamente (figura 4.4.B). A Figura 4.4.C. mostra a analise da solubilidade para

todas as construgoes.

4.4— Purificacao

4.4.1 Purificacdo da rS100A412-inteina

A purificacao da proteina rS100A12 fusionada a inteina ndo foi bem sucedida, pois
ap6s o tempo de incubagdo da proteina de fusdao na resina de afinidade e inducdao da
autoclivagem com DTT, observou-se pela analise em SDS-PAGE que a proteina de fusao,
rS100A12-inteina, ndo havia se ligado a resina de afinidade, toda a proteina de fusdo solavel
saiu nas fracoes de lavagem da coluna. Desta forma, os experimentos com esta proteina de

fusdo nao foram continuados.
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Figura 4. 4 A. e B.) Expressido da rS100A12-inteina, rS100A12-HisC, rS100A12-HisN e rS100A12 em E.
coli BL21(DE3).A. SDS-PAGE 15% e B. SDS-PAGE 16% em tampao tricina. Géis corados com Coomassie
blue. A. e B. mostrando: Padrdo de massa molecular em kDa (1); Proteinas totais de E. coli BL21(DE3)
provenientes de cultura ndo induzida (2 ¢ 4); Cultura induzida com 0,1mM de IPTG “overnight” a 22°C (3 e 5).
C. e D.) Analise de solubilidade da rS100A12-inteina, rS100A12-HisC, rS100A12-HisN e rS100A12. C.
Analise de solubilidade para as proteinas recombinantes: rS100A12-HisN (2 e 3); rS100A12 (4 ¢ 5); rS100A12-
HisC (6 e 7). Padrao de massa molecular em kDa (1); Precipitado insoluvel da lise celular apos centrifugagdo (2,
4 e 6); Fracao soluvel da lise celular apos centrifugacdo (3, 5 e 7). D. Analise de solubilidade para a rS100A12-
inteina: Padrdo de massa molecular em kDa (1); Precipitado insolivel da lise celular apds centrifugagdo (2);
Fragfo soluvel da lise celular apds centrifugagdo (3). As setas indicam as diferentes proteinas recombinantes
obtidas.

Tabela 4. 1 Vetores utilizados para cada produgédo protéica com os respectivos pesos moleculares esperados para
cada produgdo e o rendimento protéico para cada litro de cultura. (-) valores ndo cauculados.

Proteina Vetor Peso Molecular (kDa) | Rendimento (mg/L)
rS100A12 pET29a (+) 10,74 60
rS100A12-HisN | pET28a (+) 12,70 160
rS100A12-HisC pET29b (+) 12,77 -
rS100A12-inteina pTYB2 65,00 -
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4.4.2 Purificacdo da rS100412-HisN e rS100412-HisC

A cromatografia de afinidade por metal quelado foi utilizada na purificagdo das
proteinas recombinantes contendo cauda de histidina, rS100A12-HisN (6xHis no N-terminal)
e rS100A12-HisC (6xHis no C-terminal). Ambas foram purificadas com sucesso, como
mostrado na figura 4.5., com massa molecular aparente de aproximadamente 12kDa em SDS-

PAGE, sendo a rS100A12-HisN ligeiramente maior.

t5100412-His C r5100412-HisIT

A E

Figura 4. 5 Purificagdo da rS100A12-HisN e HisC em coluna de Ni-NTA — A. e B. SDS-PAGE 16% em tampao
tricina. Coluna 1, padrao de massa molecular em kDa; Coluna 2, eluato das proteinas totais aplicadas a coluna
(material ndo ligado); Coluna 3, proteinas totais da lavagem com 40mM de imidazol; Coluna 4, proteinas totais
eluidas com 250mM de imidazol . As setas indicam bandas correspondentes as proteinas de interesse.

4.4.3 Purificacdo da rS100412 por exclusdo molecular

A purificagdo inicial do lisado de células contendo a rS100A12 foi realizada por
cromatografia de exclusdo molecular (SEC), cujos picos eluidos foram analisados em gel
SDS-PAGE 16% (tampao tricina). A andlise permitiu localizar as fra¢des contendo a

rS100A12, correspondentes aos picos 15, 16 e 17, indicados na figura 4.6.
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4.4.4 Cromatografia de troca ionica da rS100412

Como pode ser observado na figura 4.6, as fracdes contendo a proteina recombinante
ainda continham certa quantidade de contaminantes, exigindo desta forma um segundo passo
cromatografico para purificagdo. A figura 4.7 A mostra o perfil da cromatografia de troca
ionica da rS100A12, eluida sob um gradiente de NaCl. Na figura 4.7.B. ¢ possivel visualizar
a proteina o grau de pureza da proteina eluida em SDS-PAGE. O 1° pico observado na

cromatografia refere-se ao material ndo ligado.
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Figura 4. 6 Purificacdo da rS100A12 por SEC A. Cromatografia por exclusdo molecular do extrato bruto da
rS100A12 em Superdex 75, sendo que a seta indica o volume de retencdo referente ao pico de cluicdo da
proteina de interesse. B. Analise das amostras eluidas da Superdex 75. SDS-PAGE 16% em tampao tricina,
mostrando: Coluna 1, padrio de massa molecular em kDa; Coluna 2, proteinas totais eluidas na fracdo 15;
Coluna 3, proteinas totais eluidas na fragdo 16. A seta indica a banda da proteina recombinante.
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Figura 4. 7 Purificacdo da rS100A12 por cromatografia de troca idnica. A. Cromatografia das fracdes 16
provenientes da SEC. B. Analise da amostra eluida da Mono-Q. SDS-PAGE 16% em tampao tricina, corado com
Coomassie blue - Coluna 1, padrio de massa molecular em kDa e Coluna 2, 2° pico eluido da Mono-Q,
correspondente a rS100A12

4.5 - Determinacao do estado de oligomerizacao da rS100A12

O estado oligomérico da proteina rS100A12 foi analisado por duas técnicas distintas,

cromatografia de exclusao molecular (SEC) e “cross-linking ”. O perfil de elui¢ao da proteina
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apo-rS100A 12, ilustrado na figura 4.8, mostrou um unico pico simétrico, correspondente a
massa molecular aparente de 26 kDa. Este valor obtido equivale a aproximadamente o dobro
do esperado para o mondmero (~11 kDa), indicando assim que a proteina apo-rSI00A12 ¢
homodimérica em solugdo, nas condi¢oes analisadas. Este estado homodimérico foi também
verificado no ensaio de “cross-linking” usando DSS, como pode ser visto na figura 4.8. A
adicdo de fons divalentes (Ca>" e Zn™") ndo alterou o estado de oligomerizagdo da proteina

(dados nao apresentados).

0,20 T I L) l L) ‘ T I L) ! L) l L] I
B S 100A l 5 0,35 Ribonuclease A . _
r L
\ 0,30 - sQuimotripsinogénio A 1
~ 015 =
= 1 2 3 e [S100A12 1
3 kDa 9 z
E - 66 e M ga0l 1
S 45
c:sﬁ 29 0,15 '
N 010 } c D S Ovalbumina 5 -
[} ! - —
c = 010 b Albumina .
= 12 . | O S
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8 logaritimo da massa molecular
L
< 0,05 f -
0’00 1 1 1 1 1 1 1 | I 1 1 | 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Volume (mL)

Figura 4. 8 Estado de oligomerizagdo da rS100A12. Perfil cromatografico de exclusdo molecular da apo-
rS100A12. O maior pico observado na SEC corresponde a uma proteina de massa molecular aparente de 26 kDa.
A direita acima esté inserida a curva de calibracdo da coluna utilizada. A esquerda esté inserido o resultado do
cross-linking (SDS-PAGE 16% em tricina). Coluna 1, padrdo de massa molecular em kDa; Coluna 2, Proteina
apo-rS100A12 (10uM); Coluna 3, Proteina apo-rS100A12 com DSS (10uM).
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4.6 — Estudos espectroscopicos da rS100A12

4.6.1 Influéncia do pH na estabilidade da rS100412

A influéncia do pH na estrutura secundaria da rS100A12 foi estudada utilizando
espectroscopia de dicroismo circular (CD). A Figura 4.9 mostra o espectro de CD para apo-
rS100A12-HisN em pH 8,0 a 20°C, caracterizado por duas bandas negativas em 222nm e
208nm. Estas bandas sdo caracteristicas de proteinas contendo elementos de a-hélice em sua
estrutura secundaria. Os espectros de CD da proteina, a temperatura de 22°C, em diferentes
pHs 4,0; 5,0; 7,5; 8,5; 9,5 e 10,5 ndo apresentaram alteracdo significativa em seus minimos
quando comparados com o espectro obtido em pH 8,0 (Fig. 4.9). O conjunto de resultados
obtidos demonstra que o pH nao causa modificagdes apreciaveis na estrutura secundaria da

proteina, a 22°C, detectaveis através da técnica de CD.

25uM de rS100A12-HisN
. , .
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Figura 4. 9 Influéncia do pH na estrutura secundaria da rS100A12-HisN — Espectro de CD a 25uM, nos pHs:
4,0 (—),8,0(—)e 10,5 ().
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4.6.2 Estudos da estabilidade quimica

Estudos de estabilidade estrutural mediante desestabilizacdo por um agente quimico
foram realizados com a apo-rSI00A12-HisN. A concentracdo do agente caotrdpico, uréia,
variou de 0 a 7M em pHS,0, a 22°C, em trés concentragdes distintas de proteina (15, 20 e 50
pM). Com o aumento na concentra¢do de uréia na solucdo protéica pode ser observada uma
diminui¢do concomitante do valor da elipticidade em 222nm, sugerindo uma perda
cooperativa no conteudo de a-hélice da estrutura secundaria, mostradas nas figuras 4.10 e
4.11. A completa desnaturacdo ocorreu em 7,0M de uréia, uma vez que o espectro de CD

corresponde ao de uma proteina que perdeu sua estrutura secundaria ordenada.

25uM de rS100A12-HisN
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Figura 4. 10 Desnaturagdo quimica da rS100A12-HisN. Espectro de CD a 25uM, em presenca de concentracdes
crescentes de uréia.

A renaturagdo, utilizando como ponto de partida a proteina apo-rS100A12-HisN

desnaturada em 7M de uréia, revelou que a desnaturacdo quimica € um processo reversivel
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(figura 4.11). A reversibilidade foi de aproximadamente 90%, ou seja, 90% da intensidade do

sinal de CD do espectro inicial foi recuperado nas condi¢des descritas.

1,0 A .

A Renaturagdo
08 - ® Desnaturagio .

Uréia [M]

Figura 4. 11 Desnaturacdo e renaturacdo quimico da rS100A1-HisN - Curva de desnaturagdo e renaturagéo,
monitorada em 222nm, expressa em termos da fragdo de proteinas desnaturada, em func¢do da concentracdo de
agente desnaturante.

O modelo de dois estadgios para homodimeros, em que o homodimero (D) estd em
equilibrio com o mondmero (M), foi aplicado neste estudo. Os dados de CD foram tratados e
as curvas para cada concentrac¢do de proteina foram ajustados individualmente com a equagao
7 (vide metodologia). A figura 4.12 mostra os ajustes obtidos, com os parametros

termodindmicos associados calculados. Na tabela 4.2 pode-se observar para os dados de CD,

N,2D ~ r
que my ,p € AGHZZS’ permaneceram constantes para todas as concentragdes de proteinas

usadas. AG}}’;‘? *P" ¢ a diferenca da energia livre entre 1 mol de dimero e 2 mols de mondmero

desenovelado na auséncia do desnaturante.
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[urea]

Figura 4. 12 Desnaturac¢do quimica da rS100A12-HisN. Curva de desnaturacdo para trés concentracdes distintas
de rS100A12-HisN, monitorada em 222nm, expressa em termos da fracdo de proteinas desnaturadas, em fungio
da concentragdo de agente desnaturante.

Tabela 4. 2 Comparacédo da estabilidade estrutural para diferentes concentragdes de apo-rS100A12-HisN.

Pi(uM) gy (mol™)  my ,, (kmol' M) D1z (M) Ky (M)

15 93.8+4.6 9.9+0.9 4,7 0,95
25 89.2+43 9.6+0.9 4,5 0,96
50 83.3+£3.0 9.2+0.7 4,2 0,96

4.6.3 Estudos da estabilidade térmica da apo-rS100412-HisN

A natureza da transicdo de desnaturagdo e renaturacdo térmica foram estudadas por
espectroscopia de dicroismo circular, para diferentes concentragdes de proteina. A figura 4.13
mostra a familia de curvas de temperatura obtidas para 25 pM de proteina, pH 8,0. No
comprimento de onda de 204nm pode ser observado com clareza um ponto de intersec¢do de
todas as curvas, conhecido como ponto isodicroico. Este ponto ¢ um forte indicio de que a

transi¢do térmica pode ocorrer segundo o modelo de dois estados.
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Figura 4. 13 Desnaturacao térmica da apo-rS100A12-HisN. A desnaturacdo induzida termicamente mostra a
presenca do ponto isodicréico em 204nm

A desnaturagdo e a renaturacdo térmica foram monitoradas pela mudanga de
elipticidade em 222nm em fung¢do da temperatura, exibindo uma curva com comportamento
sigmoide, sugerindo mais uma vez a auséncia de intermediarios detectaveis pela técnica de
CD (figura 4.14). Com o aumento da temperatura pode-se observar uma diminui¢ao no valor
da elipticidade.

A desnaturagdo térmica e subseqiiente renaturagdo, através da variagdo térmica de
94°C para 20°C da apo-rS100A12-HisN se mostrou uma transi¢ao reversivel com restauragao

de aproximadamente 80% do valor da elipticidade inicial (figura 4.15).
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Figura 4. 14 Desnaturagdo térmica da rS100A12. Curva de desnaturagdo, monitorada em 222nm, expressa em
termos da frac@o de proteina desnaturada, em fung@o da variagdo térmica.
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Figura 4. 15 Reversibilidade térmica da apo-rS100A1-HisN — Espectros de CD da proteina apo-rS100A 12-HisN
antes da desnaturacdo (—) e ap6s a renaturago térmica (—).
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4.6.4 Influéncia de metais na estabilidade térmica da apo-rS100412

A influéncia de metais, Zn*" e Ca”, na estabilidade térmica da rS100A12 também
foram estudadas por dicroismo circular. Para eliminar possiveis interagdes destes metais com
a cauda de histidinas, a proteina utilizada em todos os experimentos com os ions foi
proveniente da constru¢do sem cauda, denominada apo-rS100A12. A estabilidade
conformacional na presenca de Zn>" e/ou Ca** foram avaliadas com a variagio da temperatura
(20-94°C), monitorada por CD. A temperatura de transi¢do, 7,,, para rS100A12, na qual 50%
da populacdo encontram-se no estado desnaturado, foi de aproximadamente 68°C. Com
adicdo de ImM de Ca®* houve um aumento significativo em sua estabilidade, com um
aumento na temperatura de transicdo para 79°C. Efeito semelhante foi constatado para a
desnaturagdo na presenca de ImM de Zn®", apresentando uma temperatura de transicdo de
84°C. O aumento na estabilidade da rS100A12 foi drasticamente aumentado na presenga de
ambos os ions, impossibilitando a completa desnaturagdo da proteina, como se pode verificar

na figura 4.16.
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Figura 4. 16 Desnaturagdo térmica na presenca de ions. Curvas de desnaturagdo monitoradas em 222nm,
expressas em termos da fracdo de proteina desnaturada, em funcdo da variagdo de temperatura.

A estabilidade estrutural da rS100A 12 na presenca de fons Zn>" e/ou Ca®’, também foi
estudada em concentracdes crescentes de uréia. Similarmente aos resultados de desnaturagao
térmica, os espectros obtidos sob diferentes concentracdes do agente caotropico (0 a 7,0M de
uréia) mostraram um aumento significativo na estabilidade estrutural quando os ions estavam

presentes na solucao (figura 4.17).
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Figura 4. 17 Desnaturacdo quimica da rS100A12 na presenca de ions. Espectros de CD da rS100A12 na
presenca de 1mM de Zn®", em diferentes concentragdes do agente desnaturante.

4.6.5 Influéncia do pH na estabilidade térmica da apo-rS100412-HisN

A desnaturacdo térmica da apo-rS100A12-HisN também foi caracterizada para
diferentes valores de pH (4,0 até 10,5). Como ja relatado acima, a estrutura secundaria da
apo-rS100A12-HisN ndo apresentou alteragdes em diferentes valores de pH quando analisada
a 22°C. Porém, mostrou-se relativamente sensivel a alteracao de sua estrutura secundaria em
pHs acidos ou bésicos, como fun¢ao do aumento da temperatura (figura 4.18). A temperatura
de transi¢do apresentou pequena variagdo para os valores de pHs entre 7,0 e 9,0. Contudo,
para valores inferiores e ou superiores a este intervalo, o valor de 7, foi relativamente

reduzido.
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Figura 4. 18 Estabilidade térmica como fungdo da varia¢ao de pH. Valor de T,,, como fun¢do da varia¢do do pH.
A figura interna representa as isotermas de desnatura¢do monitoradas em 222nm, expressas em termos da fragao
de proteina desnaturada, em fung¢io da varia¢ao de temperatura para os pHs 4,0; 8,5 ¢ 10,5.

4.6.6 Espectroscopia de Fluorescéncia extrinseca

Os estudos de fluorescéncia estatica foram realizados utilizando uma sonda
fluorescente extrinseca, o ANS, para detectar a acessibilidade do solvente as superficies
hidrofébicas da proteina na presenga de seus ligantes [Semisotnov, 1991]. A emissdo da
fluorescéncia do ANS foi monitorada na auséncia e presenca de Zn*', Ca*" ou Zn*" ¢ Ca®",
como mostra a figura 4.19.A. Os espectros de emissio do ANS para Ca’’-rS100A12 e
Zn**Ca*"-rS100A 12 mostram um aumento na intensidade e um deslocamento para o azul nos
maximos de emissdo, quando comparados com o espectro de emissdo do ANS para a forma
apo da proteina. Resultados semelhantes, porém mais intensos, foram observados na presenca

+ . . , ~ ~ . ,q .
de Zn** somente. Estes resultados indicam que a proteina expde regides hidrofobicas na
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presenca de seus ligantes. Resultados semelhantes foram obtidos com a proteina renaturada
termicamente indicando que esta proteina ainda apresenta afinidade pelos ions ligantes (figura

4.19.B).
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Figura 4. 19 Fluorescéncia extrinseca. A) Espectros de emissdo de fluorescéncia do ANS na presenca e auséncia
de ions metalicos. A concentragdo protéica foi 10uM e 200uM de ANS em tampao Tris-HCI, pH8,0, contendo
10mM NaCl. B) Espectros de emissdo de fluorescéncia do ANS para 25uM de apo-rS100A12 renaturada
termicamente. Em preto espectro correspondente a apo-rS100A12 ¢ em azul o espectro referente a Zn*'Ca”'-
rS100A12
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A S100A12 porcina, proteina pertencente a subfamilia das proteinas S100, ¢
expressa em granuldcitos de porco, compreendendo cerca de 8% do total das proteinas
citosolicas [Dell’ Angelica, 1994]. A purificagdo desta proteina nativa € trabalhosa e necessita
de grandes quantidades de plasma sanguineo. Estudos envolvendo expressdao heterdloga de
proteinas em E. coli tém mostrado que quando a proteina a ser expressa ¢ relativamente
pequena, o rendimento final é substancialmente melhorado [Pessen,1985]. Dessa forma, como
se trata de uma proteina relativamente pequena, sem necessidade de modificagdes pos-
traducionais ou outro processamento, a producdo heterdloga em E. coli ¢ uma atraente
alternativa para obtencdo de grandes quantidades de material, maior controle, pureza e
facilidade na purificagdo. A producao da seqiiéncia de DNA codificando a proteina S100A12
foi obtida por meio da constru¢do de um gene sintético através da técnica de PCR [Lo-Chun,
1998; Castilho, 2005]. Ainda, deve-se ressaltar que os genes sintéticos em geral sdo muito
uteis na engenharia genética e de proteinas no caso do clone de DNA ndo estar disponivel
[Au, 1998], como ¢ o caso da S100A12, cujo cDNA ainda nao foi clonado. Assim, a obtencao
do gene sintético codificando a rS100A12, de aproximadamente 300pb, foi obtida de forma

rapida e eficiente através da técnica utilizada.

A clonagem do gene sintético no vetor de propagacdo e posterior subclonagem em
diversos vetores de expressao, pTYB2, pET28a, pET29a e pET29b foram também realizadas
com sucesso, € tiveram o objetivo de gerar proteinas de fusdo alternativas que facilitasse o
processo de purificagdo e aumentasse seu rendimento. Nesse sentido, o melhor rendimento na
expressao foi obtido quando as células foram induzidas com 0,01mM de IPTG, “overnight”

(de 12 a 15 horas), a 22°C (vide figura 4.4 A e B). As construgdes em todos os vetores
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apresentaram bom rendimento sob essas condi¢des e os testes de solubilidade respectivos
mostraram que as proteinas recombinantes estavam presentes em todas as fracdes soluveis,
como ilustrado na figura 4.4 C e D. Este fato mostrou 6timas perspectivas para a obtengao da
proteina de interesse em sua forma enovelada e ativa.

Assim, diferentes procedimentos de purificagao para a rS100A12 foram empregados
visando otimizar esse processo, obter maior rendimento e um alto grau de pureza. Exceto pela
rS100A12, todas as demais proteinas recombinantes foram produzidas sob a forma de
proteinas de fusdo. A primeira tentativa de purificagdo, com a fusdo rS100A12-inteina, nao
foi alcangada, uma vez que a proteina de fusdo, embora soluvel, ndo se ligou a resina de
afinidade. A ligacdo da inteina a resina ¢ mediada por um dominio de ligacdo em quitina,
permitindo sua ligag@o na resina de quitina [[IMPACT manual]. Esta ligacdo, porém, depende
da conformagdo e exposicao do dominio de ligagdo em quitina. Desta forma, uma explicagdao
aceitavel para o resultado obtido com a rS100A12-inteina ¢ que a conformagao assumida pela
proteina de fusdo causou algum impedimento estérico para a ligacdo do dominio de ligacao
em quitina ou, mesmo, impediu/perturbou seu correto enovelamento. Na verdade, as
alternativas ndo sao excludentes, podendo ter ocorrido ambas.

Nas purifica¢des das proteinas rS1I00A12-HisN e rS100A12-HisC, contendo cauda de
histidina no N e C-terminal, respectivamente, os resultados foram satisfatorios (vide figura
4.5). Entretanto, deu-se preferéncia por utilizar a constru¢ao contendo a cauda de histidinas na
extremidade N-terminal, uma vez que sua presenca na regido C-terminal, apesar de conter um
menor numero de residuos ndo pertencentes a rS100A 12, poderia prejudicar a dimerizagao da
proteina. Na regido C-terminal ha a presenca de residuos contidos na hélice I, regido que
precede um “loop” ligante de calcio, e as regides C-terminais das subunidades
individualmente contribuem para a interface de dimerizagdo, ocorrendo por meio de contatos

hidrofobicos [Donato, 1999]. O rendimento protéico total, estimado apenas para rS100A12-
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HisN, ao final da purificacdao foi cerca de 160 mg de proteina para cada litro de meio de
cultura.

A 1rS100A12, proteina produzida sem fusdo alguma, foi purificada utilizando duas
etapas cromatograficas: a exclusdo molecular e a cromatografia de troca i6nica. A fragdo
soluvel, obtida apos a centrifugacdo do lisado celular, foi purificada inicialmente através de
uma cromatografia em Superdex 75 (figura 4.6) e em seguida dialisada e aplicada na coluna
Mono Q. Neste ultimo passo (figura 4.7) a proteina foi eluida no principal pico, alto grau de
pureza ¢ bom rendimento (60 mg para cada litro de meio de cultura).

Os altos rendimentos obtidos para rS100A12 e rS100A12-HisN provavelmente estdo
relacionados ao pequeno tamanho da proteina, associado a presenca da regido promotora do
T7 (promotor forte) e a utilizagdo dos codons preferenciais para E. coli. Assim, a producdo da
proteina S100A12 utilizando a estratégia de expressdo heterologa de um gene sintético foi
uma abordagem interessante, resultando em grandes quantidades de proteina solivel e com
um alto grau de pureza. Os residuos de aminoacidos adicionais (na regido N-terminal) nao
modificaram as caracteristicas da proteina, como o ponto isoelétrico e a afinidade por seus
ligantes (Zn>" e ou Ca™).

Sabe-se que a proteina S100A12 nativa comporta-se como um dimero em solugdo
[Del” Angellica, 1994] e, assim, para verificar o estado de oligomerizacao da apo-rS100A12-
HisN em solugdo foram utilizadas as técnicas de cromatografia de exclusdo molecular
associada com a reacdo de “cross-linking”. Os resultados obtidos em ambos os casos (figura
4.8), foram consistentes, indicando que a proteina recombinante apresenta-se como um
homodimero estavel, com uma massa molecular aparente de cerca de 26 kDa. A presenca dos
ligantes, Zn*" e ou Ca”", ndo afetaram seu estado oligomérico.

A espectroscopia de dicroismo circular foi empregada nos estudos da estabilidade

estrutural da rS100A12-HisN, para diversos valores de pH, variacdo de temperatura e
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presenca de agente caotropico. Os espectros de CD obtidos em diferentes pHs a 22°C (figura
4.9) mostraram que a proteina ¢ estdvel tanto em pH 4acido como em pH basico, nao
apresentando mudangas significativas em sua estrutura secundaria observaveis.

Estudos de estabilidade estrutural da rS100A12-HisN, realizados por desnaturagao
quimica (figuras 4.10 e 4.12) indicaram que nao hd formagao de intermediarios detectaveis
presentes durante a transicdo do desnaturagdo, independente das concentragdes protéicas
utilizadas (15uM, 25uM e 50uM). A desnaturagdo ocorreu como um processo reversivel
(Figura 4.11), no qual cerca de 90% do sinal da elipticidade inicial foi restaurada. A curva de
desnaturacdo apresentada foi ajustada pelo modelo de dois estagios para homodimero, no qual
duas populagdes de proteina existem em equilibrio, como homodimeros enovelados e
mondmeros desenovelados.

A dependéncia da concentracdo protéica para o equilibrio das curvas de desnaturacao

em um sistema homodimérico é esperada, e pode ser explicado em termos da constante de
equilibrio Ky, definida como K, =[M] /[D] Para uma dada concentracdo de agente

desnaturante, Ky e AG permanecem constantes para todas as concentragdes protéicas e
somente a fracdo de cada espécie presente no equilibrio muda com P, Um sistema

homodimérico, [U ]% ¢ definido como a concentragdo de desnaturante onde a fracdo de

mondmeros desnovelados ¢ igual a fragdo de mondmeros presentes como dimeros. Isto ¢é

K, = P, em que a concentragio de [U] ,, ocorrera dependente de Py, assim uma mudanga na

concentragdo de agente desnaturante com a concentracdo total de proteina pode ser esperada,

mas a variagdo de energia livre, Angg’ P permanece constante independentemente da

mudanga no valor de P e [U] y, - O valor de m ¢ uma constante para cada proteina e nédo devera

ser afetado pela concentracao protéica. Os espectros de CD da apo-rS100A12-HisN,

analisados de acordo com o modelo de dois estagios, apresentaram valores para m, ., €
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AGY?P praticamente constantes o que confirma a independéncia destes mediante diferentes
H,0

valores de concentragdo protéica, como pode ser analisado na tabela 4.1. Deste modo, o
modelo de dois estagios homodimérico descreve adequadamente os resultados experimentais.
Entretanto, existe a possibilidade que a forma dimérica da apo-rS100A12-HisN possa
dissociar-se produzindo mondmeros antes de atingir a transi¢do. Contudo, deve-se destacar
que estas possiveis formas ndo puderam ser detectadas pelo método de analise empregado.

A estabilidade térmica da apo-rS100A12-HisN estudada por CD, submetendo a
proteina a uma rampa de aquecimento de 20°C a 94°C, revelou uma diminui¢do na
elipticidade e o aparecimento de um ponto isodicréico em aproximadamente 204 nm (figura
4.13). Este ponto indica uma perda cooperativa de estrutura a-hélice da apo-rS100A12-HisN
sugerindo uma transi¢do de dois estdgios homodimérica, como esperado para um sistema em
que somente duas conformagdes estdo presentes. O conteudo de o-hélice ¢ maximo em
temperaturas abaixo da temperatura de transi¢ao e decresce para zero acima da temperatura de
transi¢do. Assim, similar aos resultados obtidos para desnaturacdo quimica a desnaturacao
térmica também é um processo reversivel, no qual cerca de 80% do valor da elipticidade
original foi restaurado. A isotermas obtidas pela desnaturacdo térmica foram ajustadas,
utilizando uma equagao sigmoidal indicando um 7, de aproximadamente 70°C.

Os resultados de CD em diversos ambientes, levemente acidos ou basicos, indicaram
que nao ha alteragdo estrutural na faixa de pH 4 até 10,5 a 22°C, entretanto sob um rampa de
aquecimento de 20 a 94°C foi observado uma dependéncia térmica em fun¢ao do valor do pH
para a apo-rS100A12-HisN (Figura 4.18). A estabilidade térmica da apo-rS100A12-HisN
decresceu para valores de pH inferiores a 6.0 e superiores a 9.0, permanecendo constante
entre valores de pH de 7.0 a 9.0. A cinética de desnaturacdo em diversos pHs permitiu a
obtencao dos valores da temperatura de transicdo para cada curva, na qual pode-se constatar

que a estabilidade maxima da apo-rS100A12-HisN esta na faixa do pH fisiologico.
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Diversos membros pertencentes a familia S100 sdo descritos como proteinas ligantes
de Ca*" e apresentam ainda uma afinidade adicional por outros metais de transi¢io como Cu®"
e Zn”" [Heizmann, 1998]. Pouco ¢ conhecido sobre o mecanismo e func¢io induzida pela
ligacdo destes metais para algumas proteinas S100 no meio intracelular. Neste sentido,
estudos de dicroismo circular e fluorescéncia estatica foram realizados para demonstrar a
influéncia de seus ligantes (Zn>" e Ca") na estabilidade estrutural da rS100A12.

Estudos espectroscopicos de desnaturagdo térmica e quimica envolvendo a rS100A12
na presenca de seus ligantes, os ions Ca’" e Zn”", indicaram que estes metais aumentam a
estabilidade da rS100A12 (figura 4.16 e 4.17). Na figura 4.16 as isotermas de desnaturagdo
térmica, mostram que a proteina na forma apo apresenta uma temperatura de transi¢do, 7,,, de
aproximadamente 68°C, este valor da temperatura é aumentado na presenca dos fons Ca®” e
Zn*" (T, = 79°C e 84°C, respectivamente), mostrando um aumento na estabilidade estrutural
da proteina. Um fato interessante observado ¢ que a ligacdo de zinco a forma Ca®"-rS100A12
aumenta drasticamente sua estabilidade estrutural, impossibilitando a completa desnaturagao
protéica. Conseqlientemente, ndo foi possivel a obtencdo de um platd na isoterma de
desnaturacdo. Pode-se acreditar que o grande aumento da estabilidade térmica na presenca dos
metais ¢ devido & alta afinidade que os fons Zn®", Ca®" ou Zn*" e Ca®" tem pelo estado
enovelado da proteina, o que pode proporcionar um aumento do numero de interagdes
internas. A ligacdo destes metais a apo-rS100A12 induz uma mudanca conformacional que
expOe sitios hidrofobicos, tornado facil a interagdo destas com suas proprias regioes
hidrofobicas ou com regides da estrutura secundaria de outras proteinas alvo [Heizmann, 2002
e Wilder,2005].

A interagdo dos fons Ca*" e Zn*" com a apo-rS100A12 e a influéncia destes na sua
conformacgao também foram estudados por espectroscopia de fluorescéncia extrinseca usando

ANS. Os resultados sugerem que a forma apo da proteina na presenca do ANS tem uma
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pequena exposicdo de superficies hidrofobica. Contudo, com a adi¢do de Ca*" ha um aumento
na intensidade de emissao do ANS sugerindo uma mudanca conformacional. Este resultado ¢
consistente ao observado para outras proteinas S100, em que a ligacio de Ca®" proporciona
maior acessibilidade a residuos ndo polares [Wilder, 2005]. A interacdo de fons como Ca’",
Zn*" e Cu®" com a maioria das proteinas S100, é de fundamental importincia para o
reconhecimento e interagdo com outras proteinas alvos por meio de superficies hidrofobicas
[Wilder, 2005 e Hatakeyamal, 2004]. Os dados obtidos nos ensaios com ANS sugerem que o
mecanismo de ativagdo e reconhecimento de moléculas alvo pela rS100A12 ¢ semelhante ao
encontrado para muitas proteinas da familia S100. O ANS se liga mais fortemente a forma
Zn*"-rS100A12 ocasionando uma grande mudanga conformacional, (figura 4.19. A). Esse
aumento na intensidade de emissdo acompanhado por um deslocamento no maximo de
emissdo de 508nm para 478nm, indica que provavelmente ocorreu maior acessibilidade do
solvente a superficies hidrofébicas do que quando comparado com os espectros de emissao do
ANS para as formas Ca*-rS100A12 ou com Ca*"Zn*"-rS100A 12, figura 4.19A. Os resultados
obtidos sdo indicativos de que as mudangas estruturais influenciadas por Ca*" e Zn*" podem
ter um papel fundamental na func¢ao protéica.

Num trabalho recente Hatakeyama e col. (2004) sugerem que a S100A12 humana
possa ter um papel chaperona/anti-chaperona “like”, agindo via Ca*"-dependente na formagéo
de oligdbmeros. Nesse sentido, pode-se especular novamente que tais regides hidrofobicas
expostas teriam assim a chance de se ligar a proteinas alvo na célula.

Em muitas situagdes, a estabilidade estrutural correlacionada a atividade bioldgica
pode ser usada para estabelecer a eficiéncia do renaturagdo, entretanto ndo had um ensaio
disponivel para testar tal atividade biologica da S100A12. Dessa forma, experimentos com
ANS foram realizados com a proteina termicamente desnaturada e renaturada na auséncia ou

presencga dos ions, com intuito de analisar se apds o processo de renaturagdo, a proteina exibia
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afinidade por seus ions ligantes. Os resultados obtidos mostraram que a proteina renaturada
era capaz de se ligar aos ions, sugerindo que os motivos “EF-hand” estavam funcionais apos o
processo de desnaturacdo térmica e renaturagdo, figura 4.19B. Pode-se assim, considera-los
como resultados indiretos da atividade da proteina renaturada, confirmando a reversibilidade

do processo de desnaturagao térmica.
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O gene sintético codificante para S100A12, com codons otimizados para a maquinaria
celular da E. coli, foi obtido com sucesso. A subclonagem do gene em diversos vetores de
expressdo foi bem sucedida, resultando em diversas constru¢des com ou sem proteina ou
peptideo carreador, sendo que todas as construgdes protéicas foram obtidas na forma soluvel.
Testes de purificagdo foram realizados para todas as construgdes, entretanto somente a
purificacdo da fusdo rS100A12-inteina ndo foi bem sucedida. As constru¢des escolhidas para
todos os experimentos foram a rS100A12 e a rS100A12-HisN, que tiveram um rendimento
apos a purificagdo de 60 e 160mg para cada litro de cultura.

Os resultados obtidos pelas andlises espectroscopicas mostraram que o equilibrio de
desnaturacdo e renaturacdo da S100A12 recombinante induzido por uréia ou temperatura
ocorre como um mecanismo homodimérico classico reversivel de dois estagios sem a
formagao de intermedidrios. Os experimentos com ANS sugerem que a proteina renaturada
apresenta afinidade pelos fons Zn*" e Ca®". Estes resultados permitem inferir que a proteina
renaturada ainda mantém sua atividade bioldgica. A méaxima estabilidade térmica para a apo-
rS100A12-His esta entre a faixa de pH 7 e 9, ou seja, permaneceu proxima ao pH fisiologico.
Para a rS100A12 constatou-se que a estabilidade estrutural tem um aumento significativo na
presenca de seus ligantes, Zn>" e Ca’", ¢ que a interagdo com estes metais, analisada pela
ligagdo do ANS a superficies hidrofobicas, provoca uma grande mudanga conformacional.

A exata fun¢do da proteina S100A12 ainda ndo foi definida, [Donato, 2001], dessa
forma os resultados obtidos fornecem uma direcdo para o entendimento da relacdo entre a
dependéncia da estabilidade estrutural e a funcdo bioldgica da proteina S100A12. A influéncia

dos metais podera ser de fundamental importancia para funcao fisiologica da rS100A12, pois
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podem permitir, devido a mudanca conformacional e conseqiiente exposi¢ao de superficies
hidrofobicas, a interagdo com outras moléculas alvo, ou seja, os metais atuariam como

moduladores das propriedades funcionais da S100A12 in vivo.
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