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Resumo

MELO, F.A. Interacoes moleculares no mecanismo de acao de
clorocatecol 1,2-dioxigenase e da tirosina quinase FGFR2. 2010.175p.
Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao
Paulo, S&o Carlos, 2010.

Neste trabalho foi utilizado um esquema multi-técnicas para estudar as
interacdes moleculares no mecanismo de acao de clorocatecol 1,2-dioxigenase
e da tirosina quinase FGFR2. Na primeira parte desta tese, descrevemos uma
série de experimentos envolvendo a interacdo da enzima clorocatecol 1,2-
dioxigenase (1,2-CCD) com seus ligantes naturais e também com miméticos de
membranas biolégicas (micelas de surfactantes, monacamadas lipidicas e
lipossomos). Utilizamos a técnica de calorimetria de titulacao isotérmica (ITC)
para mostrar que tanto o substrato, quanto o produto da reacdo inibem a
cinética enzimatica mediada por 1,2-CCD. Resultados obtidos com as técnicas
de calorimetria de varredura diferencial (DSC) e ressonancia paramagnética
eletrénica (RPE) confirmaram que a inibicdo se da devido a ligacao direta do
produto da reagao no sitio catalitico da enzima. Sendo assim, nossos dados
indicam que o produto da reacdo exerce um papel relevante na catalise
mediada por 1,2-CCD, devendo ser levado em consideragdo para estudos
futuros que versem sobre a regulacdo da atividade desta enzima. Em outra
vertente, investigamos a capacidade de 1,2-CCD de se ligar a modelos de
membranas. Para isso, utilizamos as técnicas de RPE, DSC e de
monocamadas de Langmuir no monitoramento das alteragées nos mimeéticos
de membranas (micelas dos surfactantes SDS e CTABr, monocamdas de
DPPC e lipossomos de DPPC e DMPC) quando da adi¢do de 1,2-CCD. Este
conjunto de dados aponta claramente para a existéncia da referida interacao, o
que pode representar, junto com a inibicao por produto, outro mecanismo de
regulacdo do metabolismo desta enzima dentro da célula. Na segunda parte de
nosso estudo, utilizamos a técnica de ITC para acessar as cinéticas de
autofosforilacdo de FGFR2 quinase e de fosforilacdo, catalisada por FGFR2
quinase, da isoforma p52 da proteina Shc. A fosforilagao reversivel da cadeia
lateral de aminoacidos € um principio de regulacdo da atividade de enzimas e



sinalizagdo de proteinas largamente utilizado pelas células. Para tornarem-se
ativas, proteinas tirosina quinase (PTK) autofosforilam-se hidrolisando
moléculas de ATP em ADP em uma reagcdo sequencial e precisamente
ordenada. Uma vez ativas, interagem com proteinas adaptadoras, como Shc,
que sao fosforiladas pelo intermédio de PTK. Assim que € fosforilada, Shc
torna-se apta a interagir com outras proteinas importantes no processo de
sinalizacao celular para formar os complexos de sinalizagdo primarios (ESC).
Nossos resultados mostram que o processo de autofosforilacdo da FGFR2 é
governado por uma cinética cooperativa e com a ordem de fosforilagdo dos
residuos de tirosina provavelmente idéntica aquela previamente determinada
para FGFR1. Ja para a fosforilacdo de Shc, a cinética tende a mudar com a
temperatura, sendo que a 10 °C ocorre segundo um mecanismo de Michaelis-
Menten, enquanto que a 15°C podemos identificar uma indefinicdo de
comportamento deste sistema, uma vez que os dados podem ser ajustado
pelos modelos de Michaelis-Menten e Hill. J& para 20 °C, vemos uma mudancga
no perfil catalitico, mostrando um certo grau de cooperatividade. Estes
resultados, além de estabelecerem caracteristicas da cinética de fosforilagéo
de FGFR2 e Shc ainda nao reportadas, também validam o método
calorimétrico utilizado para determinar os parametros cinéticos associados

aquele processo.

Palavras-chave: Tirosina quinase, clorocatecol 1,2-dioxigenase, cinética,
calorimetria, ressonancia magnética eletrénica



Abstract

MELO, F.A. Interacoes moleculares no mecanismo de acao de
clorocatecol 1,2-dioxigenase e da tirosina quinase FGFR2. 2010.175p.
Thesis (Ph.D.) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo,
Sao Carlos, 2010.

In this thesis we have used a muti-technique approach to study the molecular
interactions relevant in the reaction mechanism of two enzymes: chlorocatechol
1,2 dioxygenase (1,2-CCD) and tyrosine kinase FGFR2. In the first part, we
have described a series of experiments involving the interaction of 1,2-CCD
with its natural ligands and also with models of biological membranes (micelles,
lipid monolayer, and liposomes). Isothermal titration calorimetry (ITC) has
shown that both substrate and product of the reactions inhibit 1,2-CCD kinetics.
The results from differential scanning calorimetry (DSC) and electron
paramagnetic resonance (EPR) have confirmed that inhibition is due to the
direct binding of product to the enzyme catalytic site. Thus, our data has
indicated that the product of reaction plays a relevant role in the 1,2-CCD
catalysis, and should be taken into account in studies related to activity
regulation of this class of enzymes. In other study, we have investigated the
1,2-CCD capability of binding to model membranes. For that, EPR, DSC and
Langmuir monolayer have been used to monitor changes in the mimetic
systems (SDS and CTABr micelles, DPPC monolayer and DMPC liposomes)
upon addition of 1,2-CCD to the system. Taken together our data points to
existence of the such interaction, which means that this behaviour, along with
the product inhibition, could be another mechanism for regulating this enzyme
metabolism inside the cell. In the second part of our work, we have used ITC to
assess the kinetics of phosphorylation of both FGFR2 kinase and the p52
isoform of Shc. The reversible phosphorilation of tyrosine residues is a widely
used mechanism for regulating enzyme activity and protein signalling into the
cell. To become active, Tyrosine kinase (PTK) phosphorylates itself by
hydrolysing ATP into ADP molecules in a sequential and precisely ordered
reaction. When active, PTK interacts with protein partners, like Shc, thus
phosphorylating them. After its phosphorylation, Shc interacts with other



important proteins in signalling events in order to form the so-called early
signalling complexes (ESC). Our results have shown that the FGFR2 kinetics of
autophosphorilation happened in a cooperative manner and probably following
a phosphorilation order of the Tyr residues similar to that previously reported for
FGFR1 kinase. As for the Shc phosphorilation mediated by FGFR2 kinase, it
changes with temperature from a regular Michaelis-Menten kinetics at 10 °C to
an unclear behaviour, adjustable to both Michaelis-Menten and to Hill model, at
15 °C. At 20 °C, we can see that the kinetics shows some degree of
cooperativity. These results provide the kinetic parameters for the FGFR2
authophosphorilation as well as p52Shc phosphorilation that have not been
reported before, and also validate the calorimetric methods as a very useful tool
to perform kinetics studies related to kinase signalling processes.

keywords: Tyrosina kinase, chlorocatechol 1,2-dioxygenase, kinetics,

calorimetry, electron magnetic resonance
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Lista de Figuras

Esquema das reacdes catalisadas por enzimas da familia
das dioxigenases intradidis. Adaptada da referéncia

Representacdo da molécula de catecol mostrando as trés
maneiras que a fissdo do anel benzénico pode ocorrer:
(a) clivagem intradiol, (b) clivagem extradiol proximal e (c)
clivagem extradiol distal. R representa os radicais que
podem ligar-se a molécula, tal qual o ion

Estrutura dimérica (aFe** ), da Rho Clorocatecol 1,2-
Dioxigenase. Na figura podem ser vistos os dominios
cataliticos e de dimerizagdo (ligacdo), bem como a
entrada de acesso do substrato para o sitio ativo. Figura
adaptada da referéncia (30)......cccoeeriiieiieiiiiiiiieee e

Coordenacéo de residuos do sitio catalitico de Rho 1,2-
catalitico contém um nicleo de Fe** ligado a quatro
residuos: Tyr-134, Tyr-169, His-194 e His-196. Esta
coordenacao His,Tyr, € tipica para todas as dioxigenases
intradiois. Figura adaptada da referéncia
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Anadlise da purificacdo da enzima Pp 1,2-CCD por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Page 15%: (1)
padrao GE de massas moleculares; (2) pellet apds
sonicacdo e centrifugacdo; (3) extrato bruto - parte
soluvel — ap6s passar pela resina de purificacdo por
afinidade; (4) lavagem com tampao de suspenséao; (5)
primeira eluicdo com tampao de clivagem e DTT -
imediata; (6) segunda eluicdo com tampao de clivagem —
apos 12 horas de descanso; (7) proteina concentrada em
tampao de Clivagem. ..o

Coordenacéao de residuos do sitio catalitico de Rho 1,2-
CCD. O sitio catalitico contém um nucleo de Fe3+ ligado
a quatro residuos: Tyr-134, Tyr-169, His-194 e His-196.
Esta coordenacdo His2Tyr2 é tipica para todas as
dioxigenases intradidis. Figura adaptada da referéncia
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agua para obtencao de linha de base. Neste experimento
podemos verificar a notéria sensibilidade no registro do
calor de diluicdo da agua em agua a cada titulacao.
Podemos ver ainda que este calor de diluicdo é
exotérmico, pois a cada titulagcdo (setas) vemos uma
deflexdao negativa na poténcia térmica instrumental...........

Efeitos da concentracdo de substrato sobre a velocidade
inicial de uma reacgao catalisada por enzima. Esta curva
foi gerada pela equagdo de Michaelis-Menten
implementada no programa MicroCal Origin 7.0. Os
parametros foram escolhidos como segue: Ky = 4,3 uM,
keat = 0,084 s e a concentracdo de enzima foi mantida
fixa em 100 nM. Na concentracao de substrato indicado
pela linha azul, metade das moléculas de enzima esta
complexada ao substrato e a taxa da reagcdo €
exatamente metade da velocidade maxima

Reacéo catalisada pela enzima urease a 37°C. Em (A), a
poténcia (ou fluxo de calor) em funcdo do tempo foi
medida em condi¢cdes estacionarias, onde a cela do
calorimetro foi preenchida com uma solugdo contendo
enzima (urease) e substrato (uréia) foi injetado como
indicado pelas setas. A concentracdo de enzima utilizada
foi 50 pM, enquanto que a concentragdo de substrato
dentro da cela foi de 88 puM. Uma segunda injecéao foi
feita 10 minutos depois, onde foram adicionados mais 88
uM de uréia dentro da cela, mostrando a variagdo da
potencia térmica dQ/dt com o aumento da concentragéo
de substrato. Em (B), a completa conversao de substrato
em produto para se obter o valor de AH da reacao. Neste
experimento, uma quantidade de 513 uM de uréia foi
consumida por 4 nM de urease gerando um AH = - 10,4
10,1 Kcal/mol. O experimento também indica que ndo ha
inibicdo durante a formacao do produto. Figura adaptada
da refer@ncia (17) ..o

Poténcia térmica instrumental para a taxa de reacdo da
hidrélise do PNPP por PP1-y. Figura adaptada da
refer@ncia (60)......cc.ueeeree e

Hidrélise do BAEE (Na-Benzoyl-Arginine Ethyl Ester)
catalisada pela tripsina. Em (A) uma solucédo de 9,6 nM
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de tripsina foi equilibrada a 25°C dentro da cela de
amostra. Apos o equilibrio térmico, BAEE foi injetado
(seta) para uma concentracao final de substrato dentro
da cela de 171 pM. A poténcia térmica instrumental foi
monitorada até a completa conversdo do substrato em
produto. A curva grossa mostra a catalise da BAEE pela
tripsina na presenga de benzamidina, enquanto que a
curva fina mostra a catalise da BAEE pela tripsina
sozinha. Em (B) vemos a taxa de reacdo em funcédo da
concentragdo de BAEE. Os parametros cinéticos
encontrados neste experimento foram AH = -11,45
Kcal/mol; KM = 4 pM; kcat = 16 s'. Ki devido a
benzamidina nestas condicbes foi de 16 pM. Figura
adaptada da referéncia (17)......ccceeeeiieeeeeeiiiiieeeee e

Diagrama para um tipico DSC usado para o estudo
térmico de solugbes diluidas de biomoléculas. Figura
adaptada da referéncia (63).......cccoeriureeeeeniiniiiiieee e

Imagem da tela do computador durante um experimento
de DSC onde as celas foram preenchidas com solugéao
tamp&o. Na figura acima podemos ver como é feita a
aquisicao de dados durante um experimento de DSC. A
diferenca de poténcia entre as celas no eixo Y (DP em
mcal/min) é registrada em funcao da temperatura.............

Termograma obtido de uma solugdo da proteina
ubiquitina na concentracdo de 5 g dm®. A taxa de
aquecimento foi de 600C h-1. No diagrama é possivel
verificar as definigbes de T, e AC,. Figura adaptada da
FEfEr@NCia (B2).....cueeeeeeee e

Protocolo tipico para experimentos de DSC. Figura
adaptada da referéncia (62)........ccceeevvueeeeeeeiiiiiieeeee e

Diagrama esquematico de um experimento de PPC. A
figura representa o tempo t em que a cela permanece em
determinada temperatura T, a variacdo de pressao
aplicada sobre a cela durante este tempo t e, ainda, o
sinal obtido durante este processo. Figura adaptada da
FEfEr@NCia (B)...ccoo e

Experimento de PPC de agua versus agua realizada a
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Estimava da concentragdo micelar critica do surfactante
SDS por ITC a 25°C. (A) Dados nao tratados da
poténcia térmica em funcdo do tempo durante multiplas
injegcOes. Aliquotas de 10 puL de uma solucao de SDS (50
mM) foram injetadas dentro da cela de amostra contendo
tampao (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0). (B) Calor
observado de cada injecdo em funcdo da concentracao
de SDS dentro da cela de amostra do calorimetro. (C)
Primeira derivada da isoterma obtida no grafico B. O
minimo neste grafico é tomado como sendo o valor da
CMC para SDS nas condi¢des acima citadas....................

Estimava da concentragdo micelar critica do surfactante
CTABr por ITC a 25 °C. (A) Dados nao tratados da
poténcia térmica em funcdo do tempo durante multiplas
injecdes. Aliquotas de 10 puL de uma solucdo de CTABr
(2 mM) foram injetadas dentro da cela de amostra
contendo tampéo (20 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 8,0). (B)
Calor observado de cada injecao em funcdo da
concentragdo de CTABr dentro da cela de amostra do
calorimetro. (C) Primeira derivada da isoterma obtida no
grafico B. O minimo neste grafico é tomado como sendo
o valor da CMC para CTABr nas condi¢bes acima
CIHAAAS. .. oo ———————————

Determinagé&o do valor da entalpia aparente (AHg,) da
catalise do catecol em acido cis-cis-muconico realizada a

Experimento de cinética enzimatica por calorimetria a
25°C. A figura acima mostra que a atividade catalitica
(refletida pela poténcia térmica) atinge um maximo por
volta de 600 segundos seguido de um decréscimo a
partir daquele ponto em diante.............evvviiiiiiiiiiiiieineeenees
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Curva cinética da catalise do catecol em &cido cis-cis-
muconico realizada a 25 °C. A velocidade de reacéo foi
calculada através da equacao 6 usando-se os dados da
Figura 21. Podemos ver claramente na figura acima que
a atividade catalitca de Pp 1,2-CCD sofre um
decréscimo quando a concentracao de substrato dentro
da cela atinge cerca de 25 uM. A figura acima mostra
ainda o ajuste dos pontos utilizando a equacao 3 de
Michaelis-Menten (___ ) e também o ajuste dos pontos
utiizando a equacdo 19 (__ ), onde levamos em
consideragcao um termo de inibiGa0.........cceevvevieiiiiiiiiiies

Experimento de cinética enzimatica por calorimetria a
25°C. O experimento acima foi otimizado de modo que a
duracao do experimento fosse cerca de 600 segundos.....

Curva cinética da catalise do catecol em acido cis-cis-
muconico realizado a 25 °C. Neste segundo experimento,
a concentracao de substrato dentro da cela foi menor que
25 uM, ou seja, a concentragéo limite onde o decréscimo
da atividade catalitica tornou-se aparente............c..ccu....e.

Gréafico de duplos reciprocos mostrando o inverso da
velocidade de reacdo em funcdo do inverso da
concentracdo de substrato. Os pontos referem-se aos
dados cinéticos da Figura 24. O ajuste dos pontos por
uma parabola (y= 72893,53049 + 71,51379 x + 0,43516
x2) €& um indicativo forte de que a inibicdo esteja
ocorrendo desde o comecgo da reagao enzimatica.............

Conversao completa de catecol em acido cis-cis-
muconico. O painel superior mostra o calor produzido por
trés injecbes de 3 pL de uma solugdo de 50 mM de
catecol dentro da cela de amostra contendo 600 nM de
enzima. O painel inferior mostra a area integrada sob
cada pico. Os valores encontrados sdo o calor total de
conversdo do catecol em substrato, ou seja, AHap.............
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Desenovelamento da Pp 1,2-CCD na presenca de acido
cis-cis-mucénico. Vemos que a temperatura de transicao
Tm do desenovelamento de Pp.1,2-CCD desloca-se para
temperaturas menores quando a razao entre
proteina/acido diminui. A figura mostra ainda que quando
a razao proteina/acido é igual a 10, a variacao de
temperatura vale AT = 2,4 0C...ceiiiiiiieieiiicccs

Regressao linear para determinacdo da constante de
ligacdo do acido cis-cis-mucbénico a Pp 1,2-CCD
(Equacao 21). O comportamento linear mostra que as
aproximacoes feitas sdo validas.........ccccccvvreveeeeeiieeeneeeeenn.

Espectro de RPE do ion Fe** localizado no sitio ativo da
Pp 1,2-CCD. Vemos que o sinal de RPE diminui
conforme aumentamos a concentracao de acido cis-cis-
MUCONICO NA @MOSIA......co e

Espectros de RPE dos marcadores: (A) CAT-16, (B) 5-
SASL, (C) 12-SASL e (D) 16-SASL incorporados em
micelas de SDS na auséncia e presencga de 0,125 mM de
Pp 1,2-CCD em tampao Tris-HCI (20mM Tris, 50mM
NaCl, pH 8,0). A concentracdo final de SDS foi 5 mM,
contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin..................

Espectros de RPE dos marcadores: (A) CAT-16, (B) 5-
SASL, (C) 12-SASL e (D) 16-SASL incorporados em
micelas de CTABr na auséncia e presenga de 0,025 mM
de Pp. 1,2-CCD em tampéo Tris-HCI (20mM Tris, 50mM
NaCl, pH 8,0). A concentragao final de CTABr foi 1 mM,
contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin..................

Anisotropia do espectro de RPE do marcador de spin sob
varias condig¢des: (A) limite rigido — rotagdo em torno do
eixo z somente, (B) aumento na amplitude de movimento
devido a inclinacao e oscilacdo das cadeias lipidicas na
bicamada, e (C) movimento isotrépico rapido. Figura
adaptada de (82).........ceviiiiiiiiiiee e

Variagdo da mobilidade do meio ambiente ao redor dos
marcadores de spin na regiao polar e ao longo da cadeia
acil do acido estearico em micelas de SDS.......................

91

92

93

96

97

99



FIGURA 34 -

FIGURA 35 -

FIGURA 36 -

FIGURA 37 -

FIGURA 38 -

FIGURA 39 -

FIGURA 40 -

FIGURA 41 -

FIGURA 42 -

Variagdo da mobilidade do meio ambiente ao redor dos
marcadores de spin na regiao polar e ao longo da cadeia
acil do acido estearico em micelas de CTABr....................

Representacdo esquematica de uma cuba de Langmuir
utilizada para as medidas da isoterma de pressao
superficial. Figura adaptada da referéncia (27)..................

Representacdo esquematica de uma isoterma de
pressao superficial (T-A)....cooooiiie e

Cinética de adsorcado de Pp1,2-CCD em monocamadas
de DPPC (A) na interface sem lipidios e (B) a diferentes
niveis de empacotamento de lipidioS.........coocveeeeeeriiniinnen.

Adsorcao de Pp12-CCD em monocamadas de DPPC. Foi
usada a aproximagdo de Magett-Dana para analisar o
processo de adsorcao desta proteina a interface de
1T o] L o F<J PP OTUPRRRTTN

Isoterma m-A de monocamada de DPPC em solugéao
tampao e na presenca de Pp 1,2-CCD.......covvvvvvvveverenee.n.

Transicao de fase de Pp 1,2-CCD determinada por DSC.
A velocidade de aquecimento foi configurada em 60°C/h
e a quantidade de proteina dentro da cela de amostra foi
AE 25 MM ————-

Transicoes de fase de vesiculas lipidicas de DMPC. O
evento 1 refere-se a chamada pré-transicao surgida da
conversdo da fase gel tilted (Lg) para a fase gel ripple
(Pp) e o evento 2, denominado de transicdo principal,
surge da conversdo da fase Pp para a fase liquido-
cristalino (Ly). Figura adaptada da referéncia (97).............

Transicao de fase de vesiculas multilamelares de DMPC
na auséncia (__) e na presenca (__) de Pp 1,2-CCD
determinada por DSC. A velocidade de aquecimento foi
configurada para ser 60°C/h e a razdo molar
lipidio/proteina usada foi de 1.

102

104

104

106

109

112

114

114



FIGURA 43 -

FIGURA 44 -

FIGURA 45 -

FIGURA 46 -

FIGURA 47 -

FIGURA 48 -

FIGURA 49 -

Coeficiente de dilatagdo térmica em funcdo da
temperatura da transicdo de fase de vesiculas
multilamelares de DMPC na auséncia (eeee) e na
presenca (eeee) de Pp 1,2-CCD determinada por PPC. A
razdo molar lipidio/proteina usada foi de 31............ceueeeeee.

Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em
vesiculas multilamelares de DPPC na auséncia (_ ) e
presenca () de Pp1,2-CCD. A razdo molar
lipidio/proteina foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada
MArCadOr A€ SPIN....uiiiiiiiiiieieeee e

Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em
vesiculas multilamelares de DMPC na auséncia (_ ) e
presenca () de Pp1,2-CCD. A razdao molar
lipidio/proteina foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada
MArCadOr A€ SPIN....uiiiiiiiiiieeiee e

Regulacdo da expressao génica pela insulina. A via de
sinalizacdo pela qual a insulina regula a expressdo de
genes especificos envolve uma cascata de proteinas
quinases cada uma ativando a seguinte. O receptor da
insulina € uma Tirosina quinase especifica, as outras
quinases (todas mostradas em azul) fosforilam residuos
de Ser e Thr. MEK é uma quinase de dupla
especificidade, que fosforila tanto um residuo de Thr
quanto um de Tyr em MAPK. MAPK ¢ as vezes chamada
de ERK (“extracellular regulatated quinase”). Figura
adaptada da referéncia (55)......cceeeeviiveeieieeiiiiiiiie e

Diagrama esquematico da regido N-terminal do dominio
SH2 de SH-PTP2 complexada com um peptideo derivado
da Tyr895 de IRS-1. Figura adaptada da referéncia (104).

Dominio SH3 do complexo protéico Grb2/Sem-5
complexado com peptideo de motivo PxxP. Figura
adaptada da referéncia (104)......cccocccveeeeeeeiiiiiiiieeee e

Analise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das
etapas de purificacdo de p52SHC. (1) marcadores; (2)
pellet; (3) coluna Thalon; (4) coluna de troca i6nica Q-
Sefarose; (5,6) coluna de gel filtracdo SuperDex 75..........

117

119

119

124

127

128



FIGURA 50 -

FIGURA 51 -

FIGURA 52 -

FIGURA 53 -

FIGURA 54 -

FIGURA 55 -

FIGURA 56 -

FIGURA 57 -

Analise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das
etapas de purificacdo de FGFR2 Quinase:(1)
marcadores; (2) coluna Thalon; (3) coluna de troca
ibnica Q-Sefarose; (4-14) coluna de gel filtracao
SUPEIDEX 75,

Velocidade inicial versus concentracao de substrato
tipico para uma enzima cooperativa. Figura adaptada da
refer@ncia (56).....cccueeeieeee e

Representacdo esquematica da interacdo sequencial do
substrato com uma enzima cooperativa de quatro sitios.
A ligacao de um dos substratos altera a afinidade do
outro sitio ativo da enzima pelo substrato (56)...................

Simulacao de um experimento hipotético para enzimas
cooperativas onde o parametro que esta sendo variado é
o indice n. Note que para n=1, a equagdo de Hill
transforma-se na equacado de Michaelis-Menten. Figura
adaptada da referéncia (56).........cooueuveeeeeeiiiiiiiieeee e

Simulacao de um experimento hipotético para enzimas
cooperativas onde o parametro que esta sendo variado é
o indice k' e o indice n foi fixado em n=2. Figura
adaptada da referéncia (56)........ccooueuveeeeeiiiiiiiiieee e

Experimento da cinética de autofosforilacdo de FGFR2
quinase realizado por ITC a 15°C. A isoterma acima €&
composta por dois processos. O primeiro € endotérmico
e esta relacionado ao calor de diluicao do ATP apoés
injecdo dentro da cela seguida por um processo
exotérmico referente ao processo de autofosforilacao da
FGFR2 QUINASE.....eiiiiiiiiiiiie e

Cinética de auto-fosforilacado de FGFR2 quinase
realizada a 15 oC. Podemos ver nesta figura um
comportamento cinético que se assemelha aos
processos cinéticos apresentados por enzimas
(od0 ] 01T = 1 1177= LS

Alinhamento das seqiéncias primarias de FGFR2 e
FGFR1 quinases mostrando que no dominio quinase
todos os residuos de tirosinas sdo conservados, alem de
mostrar o alto grau de indentidade deste dominio em
ambas as proteinas. O sitio ativo das proteinas estao
localizados nas posicoes 653 € 654...........cccccvvvvieeviieennnn.

134

135

135

136

136

141

142



FIGURA 58 -

FIGURA 59 -

FIGURA 60 -

FIGURA 61 -

FIGURA 62 -

Ensaio de Western Blot mostrando que FGFR2 quinase
foi fosforilada ap6s o experimento de cinética. (1) a
fracdo de quinase que foi tratada com CIP antes do
experimento cinético, (2) fracdo de quinase antes do
tratamento com CIP. As bandas (4) e (6) representam
aliqguotas em duplicata de quinase logo ap6s a realizacao
do experimento de autofosforilacdo, enquanto que as
bandas (3) e (5) sdo 0s seus respectivos controles...........

Interacdo entre FGFR2 quinase e p52Shc por ITC. No
painel acima é mostrado a variacdo de poténcia gerada
apos cada injecao de Shc em quinase. No painel abaixo
€ mostrado o calor gerado ap6s cada injecdo. Os dados
acima foram ajustados segundo o modelo de um sitio de
o= To= o TP SRRRT

Cinética de fosforilacdo de p52Shc mediada por FGFR2
quinase realizada na temperatura de 10 oC. No painel
superior vemos a variacdo da poténcia térmica
instrumental apés injecdo de 10 uL de ATP a 25 mM
dentro da cela de amostra contendo 0,1 uM FGFR2
quinase e 10uM p52Shc. No painel inferior vemos a
curva cinética calculada da isoterma acima juntamente
com melhor ajuste usando-se o modelo de Michaelis-
Menten para €Ste CaSO......uuiviiiiiiiiieee e

Cinética de fosforilacdo de p52Shc mediada por FGFR2
quinase realizada na temperatura de 15 oC. No painel
superior vemos a variacdo da poténcia térmica
instrumental apds injecdo de 10 uL de ATP a 25 mM
dentro da cela de amostra contendo 0,1 uM FGFR2
quinase e 10uM p52Shc. No painel inferior vemos a
curva cinética calculada da isoterma acima juntamente
com melhor ajuste usando-se o modelo de Michaelis-
Menten (__) sobreposto ao modelo de Hill (__)......cuuunene.

Cinética de fosforilacdo de p52Shc mediada por FGFR2
quinase realizada na temperatura de 20 oC. Podemos
notar que nao é possivel ajustar os dados segundo o
modelo de Michaelis-Menten (__). No entanto, podemos
ver um bom ajuste dos dados pelo modelo de Hill

145

147

149

150



FIGURA 63 -

FIGURA 64 -

Variacdo de AH em funcdo da temperatura durante a
fosforilagdo de 10uM de ShC........covviiiiiiiiiiiiiieee e

Western blot referente a cinética de fosforizacao de
p52Shc mediada por FGFR2 quinase.........ccccceevveivieeenn.






Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Lista de Tabelas

Parametros de mobilidade e polaridade do meio ambiente ao
redor dos marcadores de spin localizados na regido polar e
ao longo dacadeia acil do acido estearico em micelas de SDS

Constantes de velocidade para adsorcao de Pp1,2-CCD em
monocamadas de DPPC..........cccoiiiiiiiiie e

Valores de elasticidade dilatacional superficial (E) de
monocamada de DPPC na presenca e auséncia de Pp1,2-
CCD em funcao da pressao superficial..........cceeeeeiiiiiiiiiicnnnn,

Dados termodinamicos obtidos da transicdo de fase das
vesiculas de DMPC_M multilamelar e vesiculas de DMPC_U
unilamelar na auséncia e presenca de Ppi,2-

100

110

113






Lista de Abreviacoes e Siglas

[E] Concentragédo de enzima

[S] Concentragao de substrato

AGCp Variacao da capacidade térmica molar a pressao constante
ATn Variacao da temperatura de transicao
12-SASL 12-doxil acido estearico

16-PC 1-palmitoil-2-(16-doxil esteaoril) fosfatidilcolina
16-SASL 16- doxil acido esteérico

5-PC 1-palmitoil-2-(5-doxil esteaoril) fosfatidilcolina
5-SASL 5-doxil acido esteérico

ADP Adenosina difosfato

ATP Adenosina trifosfato

CAT-16 4-(N,N-dimetil-N-hexadecil) aménio-2,2,6,6-

tetrametilpiperidina-1-oxil iodido

CH1 “Collagen Homology 1”

CTABr Hexadecil trimetil brometo de aménio

DMPC 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fostatidilcolina

DMPG 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol

DPPC 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fostatidilcolina

DSC Calorimetria de Varredura Diferencial

DTT Ditiotreitol

ES Complexo enzima-substrato

ESC Complexos de sinalizagao primarios (early signalling
complexes)

FGFR2 Fibroblast Grow Factor Receptor



LUV

La

MLV

NaCl

NBL
Pp1,2-CCD
PPC

PTB

Pg

RPE

SDS
SDS-PAGE
SH2

Shc

Tm

Razao entre as amplitudes das linhas de campo baixo e

central

Acido Cloridrico

isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo

Calorimetria de Titulacao Isotérmica

Constante catalitica

Constante de Inibicao

Constante de Michaelis

Luria Brough

Vesiculas unilamelares grandes (Large unilamelar vesicles)
Fase lamelar liquido-cristalino

Fase gel lamelar tilted

Vesicula Multilamelar (multilamelar vesicles)

Cloreto de Sédio

coluna cromatografica de quitina

Clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida
Calorimetria de Perturbacao de Pressao

Dominio de ligacao a fosfotirosina (Phosphotyrosine
Binding Domain)

Fase gel lamelar ripple

Ressonancia Paramagnética Eletrénica
Dodecil sulfato de sédio

Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS
Homologia 2 a Src (Src Homology 2)

Homologia a Src do tipo colageno (Src homology collagen-
like)

Temperatura de transicao (melting temperature)



Tris

uv

Vo

Tris(hidroximetil) aminometano
Unidade arbitraria
Ultra violeta

Velocidade inicial da catalise enzimatica






Sumario

Ty (oo [N oz= To I C 1= - | U PPRPRPR 39
A enzima Clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida............................. 45
1.1 g 10 [0 L= o TP PP 47
1.2 MateriaisS € METOUOS ......eiiiieeiiieieeeee e e 51
1.2.1  Expressao e purificagdo de Pp 1,2-CCD ..o 51
1.2.2 Calorimetria de titulagao isotérmica (ITC).......ccoiiuiiiieiiie e 52
1.2.3 Cinética enzimatica Por ITC.......oooiiee e 55
1.2.3.1 CoNSIAeragies PratiCas ......cuuuueeiieriiuiiiiieeeee e e eeeeeree e e e e e e e e e eeeee e e e e e ennes 59
1.2.3.2 O Método das MUItIPIAs INJECOES.......uuuriiieieeiieiiiiieiee e 60
1.2.3.3 Método da INJECAO UNICA ......c.cueueeeeeeieeeeeeeeeee et 62
1.2.3.4 Condigbes experimentais do ensaio enzimatico por ITC.........cccccceeeeiriinnes 64
1.2.3.5 Determinagdo da entalpia aparente da reacdo enzimatica (AHzp) ..ocoevveenee. 64
1.2.3.6 Ensaio de inibiGa0 por Produto ............eeeeiiiiiiiiiiiiiieeee e 65
1.2.4 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)...........cooeiiiiiiiiiiiiiiies 66
1.2.4.1 Condig¢des do experimento de DSC da interacao entre Pp 1,2-CCD e

= Yol [0 [o ot (SR o Fo e 0 U Toto ] (oo 71
1.2.5 Calorimetria de perturbagéo por pressao (PPC).......ccviiiiiiiiiiiiieiieeeeees 71
1.2.5.1 Condi¢des do experimento de PPC da interacao de Pp 1,2-CCD com

[gaTeTe [ (oXsRo (=T a 0 T=T0 0] o= U F= LS 75
1.2.6  Experimento por RPE do 10N FE3 .....ocooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 76
1.2.7 Preparo de micelas para experimentos de RPE..........cccooiins 77
1.2.8 Preparo de Lipossomos para experimentos de RPE, DSC e PPC................ 80
1.2.9 Experimento de RPE com micelas € lipOSSOMOS .......ccoeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeens 81
1.2.10 Experimentos de monocamadas de Langmuir ..........ccccoviiieiiiiiiieciieineeenn. 81
1.2.11 Elasticidade dilatacional superficial ... 82
1.3 Resultados € diISCUSSAO0.......cuiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeee ettt e e e 83
1.3.1 Interacdo da Pp 1,2-CCD com seus ligantes naturais .........ccccceeeveveeeeeeeeennnn. 83
1.3.2 Interacdo de Pp.1,2-CCD com micelas, monocamadas e lipossomos ......... 95
A Tirosina QUINAsSE FGFR2 .......oooiiiiee e 121
2.1 g 10 [0 L= o J PP 123

2.2 MateriaiS € MELOTOS ....ceeeeee et 131



2.2.1 Expressao e purificacdo de p52ShC .......cooceiiiiiiiiee e 131
2.2.2 Expressao e purificacdo de FGFR2 QUINASE .....ccceevveiiiiiiiiiiiieee e 132
2.2.3 Cinética Enzimatica e equagao de Hill..............ooeereeiiiiiiiiee e, 134
2.2.4 Calorimetria por Titulacao Isotérmica (ITC) .......cooeeeiiiiiiiiiiiiieeee e, 137
2.2.5 Analise da fosforilagdo por Western blotting.......cccoooveeiiiiiiiiiiiiiie 138
2.3 ReSUAAOS € QISCUSSA0 ... uuuuuuueeereriuieeieiieeenaeeeeeeaensnnensnnsnnnsannnnnnsnnsnnnnnnnnnnnes 140
Conclusdes Gerais € Perspectivas........c..uueeeieieiiiiiieeee e 157

REFERENCIAS ..o e e, 163



Introducéo Geral

39



40



41

Um dos principais objetivos da bio-fisico-quimica contemporanea €& conseguir
entender as bases moleculares dos fenébmenos de especificidade e reconhecimento entre
proteinas e ligantes. Proteinas podem reconhecer e ligar-se de forma reversivel a pequenas
moléculas alvo de baixo peso molecular, outras macromoléculas e a estruturas
supramoleculares. Sendo assim, a caracterizacdo destas interacdes consiste em investigar
a inter-correlagdo entre funcdo, estrutura, cinética e energia do sistema sob condigcbes
fisico-quimicas bem definidas (1).

Interagcbes entre proteina-proteina, proteina-ligante e proteina-lipidio sdo apenas
alguns exemplos de sistemas biolégicos onde uma grande variedade de métodos
experimentais € usada para a determinacgao direta e indireta de quantidades dinamicas e
termodinamicas que governam o processo de interagdo destas biomoléculas (2-9). Uma vez
que praticamente todas as rea¢des quimicas envolvem mudangas na entalpia, as técnicas
calorimétricas sdo de aplicabilidade universal na determinagdo dos parametros
termodinamicos de uma reagdo com grande precisao. As principais técnicas calorimétricas
disponiveis hoje sao calorimetria de titulagcdo isotérmica (ITC), calorimetria de varredura
diferencial (DSC) e calorimetria de perturbagédo por pressao (PPC), sendo que, com estas
técnicas, é possivel atualmente se medir diretamente as variagcbes de entalpia devido as
interacbes de quase todos os processos biolégicos (1, 9, 10) e dentro de certos limites,
dependendo do arranjo experimental, esses métodos podem, ainda, ser usados para se
obter a constante de equilibrio da reacao de ligacdo Kz, a estequiometria de ligacdo de n
moléculas (10, 11), parametros relacionados a compressibilidade e expansao de
macromoléculas durante uma transicao (6, 9-12) e parametros cinéticos tradicionais Ky e
K.a, importantes para catalise enzimatica (2, 13-18). Com a calorimetria também é possivel
se tragar o perfil termodinamico de uma reagao de ligacao de uma proteina ao seu ligante,
incluindo a variagao da energia livre AG® e entropia AS° (1).

Dentre os problemas biologicos acima citados podemos destacar o uso de ITC para
o estudo de reagdes catalisadas por enzimas. O uso desta técnica aumentou bastante nos
ultimos anos e isso foi possivel devido aos avangos no desenvolvimento dos instrumentos
hoje disponiveis. Estudos pioneiros envolvendo o uso de técnicas calorimétricas em tais
reacoes foram realizados pelo grupo do Prof. Julian Sturtevant (Yale University), cujas
contribuicbes nesta area datam do comego dos anos 50. Alguns anos depois, Sturtevant
publicou uma série de investigacdes calorimétricas de reagdes organicas, mostrando que
calorimetria € uma técnica poderosa para monitorar cinética de reagées (13).

Outras técnicas que podemos destacar no estudo de sistemas de interesse bioldgico
sdao Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) e a técnica das monocamadas de
Langmuir. Estas duas técnicas foram usadas neste trabalho para monitorar a interacao de

uma proteina com modelos de membranas.
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A aplicabilidade de RPE é bastante diversa (19-21), mas aqui destacamos sua
utilizagdo como uma ferramenta altamente sensivel no monitoramento de espécies
paramagnéticas presentes durante a interacdo proteina com modelos de membrana e
proteina com ligante. Uma vez que a ocorréncia de espécies paramagnéticas naturais em
sistemas biolégicos é baixa, um recurso muito utilizado para contornar este problema é
incorporar um marcador de spin no sistema biolégico de interesse. Na maioria das vezes
este marcador de spin € uma molécula organica que possui um radical livre em sua
estrutura e para ser eficiente é importante que possua as seguintes caracteristicas: 1) o
radical precisa ser estavel o suficiente frente as diversas condigées de pH, temperatura e a
concentracdo de sal normalmente encontradas em sistemas biolégicos; 2) o marcador
precisa possuir propriedades fisicas Unicas e distintas do sistema biélogos de interesse e 3)
o marcador de spin, uma vez incorporado, ndo deve interferir ou interferir muito pouco na
estrutura do sistema de interesse, seja uma proteina ou um modelo de membrana. O
marcador de spin mais comumente usado é radical nitréxido (N-O) que liga-se
covalentemente a uma molécula reporter, como um fosfolipidio no caso de estudos
envolvendo membranas bioldgicas ou um residuo de cisteina no caso de estudos estruturais
de proteinas (19, 20). Uma vez incorporados, os marcadores de spin serdo capazes de dar
informagdes importantes do ambiente fisico-quimico em que estas moléculas se encontram,
como, polaridade do meio, viscosidade, estrutura e ordenamento do meio e também
restricdo ao seu movimento (19, 20, 22-24).

As monocamadas de Langmuir sdo originalmente uma técnica util para estudos da
interacdo em arranjos bidimensionais de moléculas anfipaticas, no entanto esta pode ser
usada com grande versatilidade como modelo de membrana no estudo das interagbes de
lipidios com moléculas e macromoléculas diversas. Por se tratar de uma meia membrana
propriamente dita, esta se mostra muito Util quando os processos de interacdo ocorrem na
superficie do modelo de membrana (ndo sendo quando os processos de interagdo atingem
niveis transmembrana). Utilizando composicdes de lipidios diversos, é possivel por meio
desta técnica, variar de uma maneira controlada a densidade de fosfolipidios contidos em
uma area bem definida, e a dindmica das interacdes entres estas moléculas € monitorada
via medidas de pressao superficial (25-27). Uma vez que a pressao superficial esta
relacionada com a variagdo do empacotamento dos lipidios que formam a monocamada, a
presenca de ligantes ao sistema deve mudar sensivelmente este pardmetro devido a
adsor¢ao destes ligantes na monocamada.

Problemas em Biofisica Molecular requerem muito comumente uma abordagem que
integre diversas técnicas experimentais e/ou tebricas a fim de se obter a maior quantidade
de informagéo possivel de um sistema complexo como uma macromolécula biolégica e seus

ligantes. Sendo assim, o presente trabalho de tese estd dividido em duas partes que
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encontram coesdo quando vistas sob a luz do entendimento de processos reacionais
catalisados por enzimas e cuja investigacdo envolveu a supracitada abordagem
multitécnicas. Este trabalho também foi o primeiro de nosso grupo onde se fez uso mais
intensivo das técnicas calorimétricas e, por isso, é dada especial atencdo a sua descricao
em um dos capitulos subsequentes.

Na primeira parte, utilizamos ITC como técnica padrdo para estudar a reacao
enzimdtica catalisada por clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida (Pp 1,2-
CCD) frente ao substrato catecol. Os resultados obtidos mostraram que a atividade catalitica
de Pp 1,2-CCD foi influenciada pela quantidade de produto formado, o que nos levou a
investigar o papel que o produto desta reagao, acido cis-cis-muconico, exerce no processo
catalitico. Para isso, utilizamos DSC para medir a estabilidade térmica de Pp 1,2-CCD na
presenca do produto da reacdo e RPE para investigar a interagdo do produto com o sitio
catalitico de Pp 1,2-CCD. Com a resolugao da estrutura de alguns membros da familia das
dioxigenases (28-32), descobriu-se que estas proteinas possuiam uma densidade eletrénica
na regiao de interface dos monémeros que era compativel com a densidade eletrénica de
um fosfolipidio, levantando entéo a hip6tese de que proteinas desta familia seriam capazes
de interagir com membranas. Sendo assim, utilizamos as técnicas de DSC, RPE e
monocamadas de Langmuir para testar essa hipétese em Pp 1,2-CCD, que atualmente néo
possui estrutura resolvida.

A segunda parte de estudos adicionada a este trabalho se refere ao periodo de
doutorado sanduiche realizado na Universidade de Londres (UCL-University College
London), onde estudamos a especificidade da sinalizagdo mediada por uma tirosina
quinase. Sabe-se que a fosforilagédo reversivel da cadeia lateral de aminoacidos de Tyr é um
principio de regulagdo da atividade de enzimas e de sinalizagdo de proteinas largamente
utilizado pelas células (33) e por meio desta fungcdo, proteinas quinases, como FGFR2
quinase, exercem um papel fundamental na regulagdo do metabolismo celular, expresséao
génica, crescimento, divisdo e diferenciacdo celular. As FGFs tornam-se ativas pela
autofosforilagcdo dos residuos de Tyr localizados em seu sitio ativo e este processo leva a
subsequente autofosforilagdo de outros residuos de Tyr localizados fora de seu sitio ativo.
Este Ultimo passo é responsavel pelo recrutamento de proteinas importantes para
sinalizacdo celular, como Shc (34, 35). Shc é, por sua vez, uma proteina adaptadora
importante para a formagdo dos chamados complexos de sinalizagdo primarios (early
signalling complexes-ESC) (36). Esta proteina é formada por uma dominio de ligagdo para
fosfotirosinas (PTB-Phosphotyrosine Binding Domain) em sua regiao N-terminal, um dominio
com homologia ao colageno 1 (CH1-Collagen Homology) na regido central da proteina com
3 sitios de fosforilagao (Tyr) e um dominio SH2 (Src Homology 2) na regiao C-terminal (2).
Sabemos que Shc interage com quinase via dominio PTB e que seu dominio SH2
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permanece inativo para interacdo com outras proteinas até que o dominio CH1 seja
fosforilado (36). Por isso, acreditamos que a caracterizacdo deste sistema no que diz
respeito a interacao e a cinética de fosforilacao de tanto de FGFR2 quanto de p52Shc torna-
se importante para o entendimento dos mecanismos de acao destas proteinas, haja vista
que, a sinalizacdo anormal mediada por este sistema estaa relacionada a mudltiplas
displasias humanas e alguns tipos de cancer (34, 35). Sendo assim, utilizamos neste
trabalho ITC para acessar com sucesso a cinética de autofosforilacdo da FGFR2 quinase e
a cinética de fosforilagao da proteina p52Shc humana mediada por FGFR2 quinase (36-39).
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A enzima Clorocatecol |,2-dioxigenase

de Pseudomonas putida
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1.1 Introducéo

Pseudomonas putida € uma bactéria gram-negativa, capaz de crescer em
uma grande variedade de substratos organicos. Esta bactéria vive no solo ou na
agua e exerce um papel importante em processos tais como: decomposicao,
biodegradacao e nos ciclos do carbono e nitrogénio. Este organismo apresenta uma
consideravel diversidade metabdlica, pois se utiliza de uma grande variedade de
fontes de carbono, incluindo moléculas que poucos outros organismos sao capazes
de degradar. Devido a sua capacidade altamente especializada, esta bactéria
tornou-se relevante em processos de bioremediagéo (40).

Dentre as enzimas responsaveis pela diversidade metabdlica de P. putida, a
enzima clorocatecol 1,2-dioxigenase (Pp 1,2-CCD) catalisa a clivagem de compostos
aromaticos que sao o resultado de diferentes vias de degradacao daquilo que se
convencionou chamar de funil metabdlico (41, 42). A reacao catalisada por Pp 1,2-
CCD envolve a ativacao de uma molécula de oxigénio seguida pela incorporacao
dos atomos desta molécula ao substrato (43, 44), que pode ser tanto o catecol
quanto um de seus varios derivados (Figura 1). No caso de Pp 1,2-CCD e outras
enzimas que pertencem a familia das dioxigenases intradiois (Figura 2), os
compostos aromaticos sao clivados entre os dois grupos hidroxil encontrados na

estrutura do catecol (45).

CIH OH
X
-:'.H-l HGGC OH OH

9

Catecol Protocatecoato Clorocatecol

1,2-Dioxigenase J4-Dioxigenase Dioxigenase
coc-l-l cc-oH - ™ \COCH
0 {I)DH wcom

Figura 1 — Esquema das reagdes catalisadas por enzimas da familia das dioxigenases intradiéis.
Adaptada da referéncia (46).
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C

Figura 2 — Representagdo da molécula de catecol mostrando as trés maneiras que a fissdo do anel
benzénico pode ocorrer: (a) clivagem intradiol, (b) clivagem extradiol proximal e (c)
clivagem extradiol distal. R representa os radicais que podem ligar-se a molécula, tal qual
o ion cloro.

As estruturas tridimensionais de alguns membros da familia das catecol 1,2-
dioxygenase (1,2-CTD) foram determinadas recentemente: 1,2-CTD de
Acinetobacter calcoaceticus (Ac 1,2-CTD) (47) e 1,2-CCD de Rhodococcus opacus
1CP (Rho 1,2-CCD) (29, 30). Os membros desta familia sdo homodimeros que
possuem um fon Fe® em seus sitios ativos (Figura 3), sendo que a coordenagio
esférica do ion ferro é formada por dois residuos de tirosina, dois residuos de
histidina e um grupo hidroxil (Figura 4). Uma diferenga notavel em respeito a
especificidade ao substrato foi observada quando as atividades de 1,2-CCD e 1,2-
CTD foram comparadas. A primeira enzima é capaz de catalisar um intervalo muito
maior de substratos do que a ultima (46), o que nos leva a crer que exista uma
diferencga estrutural fundamental entre os bolsées que formam os sitios cataliticos de
1,2-CCD e 1,2-CTD. Podemos, entao, supor que o sitio de ligacdo ao substrato em
1,2-CCD provavelmente apresenta uma distribuicdo histérica e eletrbnica que
permite a acomodagdo do atomo de Cl presente na estrutura do substrato
clorocatecol (48), de modo que, um sitio de ligacdo ao substrato de tamanho maior,
deve ser o responsavel pela capacidade de 1,2-CCD em catalisar outros derivados
do catecol, como o metilcatecol (46, 48).
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Domimio de ligagio

Dominio Catalitico Dominio Catalftico

sitio ativo

Figura 3 — Estrutura dimérica (aFe®"), da Rho Clorocatecol 1,2-Dioxigenase. Na figura podem ser

vistos os dominios cataliticos e de dimerizagao (ligacao), bem como a entrada de acesso
do substrato para o sitio ativo. Figura adaptada da referéncia (30).

His 194

Figura 4 — Coordenacao de residuos do sitio catalitico de Rho 1,2-CCD. O sitio catalitico contém um
nicleo de Fe** ligado a quatro residuos: Tyr-134, Tyr-169, His-194 e His-196. Esta

coordenagdo His,Tyr, é tipica para todas as dioxigenases intradidis. Figura adaptada da
referéncia (30).
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Além do interesse pelos mecanismos de acédo basicos apresentados por
essas enzimas, os altos niveis de lixo industrial, ricos em compostos aromaticos, que
sdo jogados no meio ambiente continuamente, tornam 1,2-CCD e 1,2-CTD enzimas
bastante atrativas em estratégias de engenharia de proteinas, que tem como
objetivo produzir enzimas mais eficientes para aplicagbes em processos de
biotecnologia (49, 50). Neste caso, Schlosrich e colaboradores relataram a
existéncia de varios mutantes de uma dioxigenase extradiol que apresentaram
atividade intradiol (50). Em outro estudo (49), Caglio e colaboradores publicaram
com sucesso que, por meio de mutagdes especificas, as propriedades cataliticas de
1,2-CTD de A. radioresistens S13 foram ajustadas de forma a produzir ndo apenas
enzimas com alta atividade catalitica e boa estabilidade, mas também enzimas cuja
especificidade foi alterada de forma que a proteina passasse a catalizar também
substratos clorados.

Outra caracteristica marcante que surgiu com a determinagdo das primeiras
estruturas da clorocatecol e catecol dioxigenases foi a presenca de moléculas
anfipaticas em um bolsao localizado perto da interface entre os monémeros que
formam o dimero (28-32). Desta maneira, uma questao imediata que surge deste
resultado € se as dioxigenases intradidis possuem a capacidade de se ligar a
membranas biolégicas. Em um trabalho anterior de nosso grupo, mostramos que a
clorocatecol 1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida (Pp 1,2-CCD), objeto de
estudo desta tese e cuja estrutura tridimensional ainda ndo é conhecida, também
tem a capacidade de se ligar a monémeros do &cido esteéarico e de fosfolipidios e
gue a presenca destes diminui a atividade enzimatica da proteina (28).

No presente trabalho, damos continuidade aos estudos de nosso grupo com a
enzima Pp 1,2-CCD desta feita abordando duas questdes ainda nao entendidas: 1) o
papel das moléculas que interagem com a enzima durante o ciclo de catalise
enzimatica (substrato e produto) e 2) a possivel interacdo da Pp 1,2-CCD néo
somente com os mondémeros de fosfolipidios, mas também com miméticos de
membranas de interesse bioldgico. Para isso, nos valemos de uma abordagem
conjunta na qual utilizamos as técnicas de Ressonéncia Paramagnética Eletrénica
(RPE), Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC), Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC), Calorimetria de Perturbacao por Pressao, (PPC) e a técnica de

monocamadas de Langmuir.
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1.2 Materiais e métodos

Nesta secdo, apresentamos uma introducéo sobre os conceitos fundamentais
das técnicas em biofisica molecular empregadas no desenvolvimento de nosso
trabalho de tese, com especial énfase as técnicas de calorimetria ja que se trata do
primeiro trabalho de nosso grupo onde foi feito uso mais intensivo dessas
metodologias.

1.2.1 Expressao e purificacdo de Pp 1,2-CCD

A proteina Pp 1,2-CCD de Pseudomonas putida foi expressa em Escherichia
coli BL21(DE3) como descrito em (51). As células de E. coli contendo o plasmideo
pTYBCLCA foram usadas para preparar uma cultura de células (pré-inéculo) em
meio LB (Luria Brough) contendo 100 ug/mL do antibiético ampicilina. A quantidade
de 10 mL do pré-inéculo foi diluida em 500 mL de meio LB, no qual foi adicionado
previamente 0,25 g/L de FeSO4-7H.0 mais 100 ug/mL de ampicilina. Estas células
foram deixadas para crescer em incubadora sob agitacdo de 250 rpm na
temperatura de 37°C. As células cresceram até que se atingisse densidade dptica
em 600nm de 0,6. Nesta etapa, a expressao de Pp 1,2-CCD foi induzida pela adicao
de 0,3 mM IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) ao meio de cultura, seguida,
de uma espera de 5 horas na temperatura de 22°C. Apds este periodo, as células
foram imediatamente colhidas por centrifugagao a 4.000 x g na temperatura de 4 °C
por 10 minutos. O “pellet” formado durante a centrifugacao foi ressuspendido em 30
mL de tampao Tris-HCI (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 20 mM PMSF, pH 8.0), e
lisado logo em seguida por sonicacao. Os restos celulares provenientes do processo
de sonicacao foram separados do sobrenadante por centrifugacdo a 20.000 x g na
temperatura de 4°C por 30 minutos. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi injetado
em coluna de quitina (NBL) previamente equilibrada com o mesmo tampéao utilizado
para ressuspender as células. A coluna de quitina foi entdo lavada com um volume
do tampéao anterior equivalente a 10 volumes da coluna e, subseqtientemente, com
2 volumes de tampéo de clivagem (20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 30 mM DTT, pH
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8.0). Finalmente, a proteina eluida foi exaustivamente dialisada contra tampao de
clivagem para remover DDT. A concentracdo da proteina recombinante foi
determinada por absor¢do na regidao do UV (280 nm) usando o coeficiente de
extingdo molar tedérico baseado na composicdo de aminoacidos da proteina em
questao (52). A pureza foi verificada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 15% (53) (Figura 5). Catecol, substrato para a reacdo de desoxigenacéo, e
acido cis-cis-muconico foram adquiridos de Sigma-Aldrich.

m @ 6 @ 6 6 (@

Figura 5 — Analise da purificagdo da enzima Pp 1,2-CCD por eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-Page 15%: (1) padrao GE de massas moleculares; (2) pellet apds sonicacdo e
centrifugacao; (3) extrato bruto - parte sollivel — apds passar pela resina de purificagcao
por afinidade; (4) lavagem com tampéao de suspensao; (5) primeira eluicgdo com tampao
de clivagem e DTT - imediata; (6) segunda eluicao com tampao de clivagem — ap6s 12
horas de descanso; (7) proteina concentrada em tampao de clivagem.

1.2.2 Calorimetria de titulagao isotérmica (ITC)

Até a década de 1970 todas as analises biocalorimétricas eram feitas
majoritariamente em laboratérios equipados com calorimetros de construgcéo propria.
Foi apenas na década de 1980 que calorimetros, incluindo os calorimetros
diferenciais de varredura (DSC) e o ITC, se tornaram comercialmente disponiveis. O
termo “micro-calorimetro isotérmico” é comumente designado para calorimetros que

trabalham na escala de micro-watts € o experimento é conduzido sob condicdes
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essencialmente isotérmicas. Do ponto de vista do calor medido, podemos dividir os
calorimetros em trés principais grupos: adiabaticos, por conducdo de calor e por
poténcia compensada (1). Aqui sera tratado este ultimo tipo de calorimetro.

Basicamente um equipamento de ITC consiste em duas celas idénticas
(Figura 6) feitas de um material condutor de calor bastante eficiente (geralmente
Hasteloy). Estas celas sao envolvidas em uma camara adiabatica cujo resfriamento
¢ feito usualmente por um banho de agua circulante. Um circuito termo-sensivel
detecta as diferencas de temperatura entre as duas celas e a cAmara. Aquecedores
localizados em ambas as celas e também na camara adiabatica sdo ativados
quando necessario para que todos os componentes envolvidos no experimento
estejam na mesma temperatura.

ENTRADA DA SERINGA

SERINGA

CONJUNTO SUPORTE

PARA A SERINGA SUPORTE DE TEFLOH

TUBOS DE ACESSO TUBO DE VACUO

TUBOS PARA CIRCULM(;ﬁO

DO REFRIGERAHTE

CAMARA ADIABATICA

CELA DE AMOSTRA E REFEREHCIA
LAMINAS MISTURADORAS

Figura 6 — Desenho da cela de amostra e referéncia, camara adiabatica e 0 conjunto
injetor/misturador. Para se realizar um experimento abaixo da temperatura ambiente
um liquido refrigerante (d4gua) passa por canais nas paredes da camara adiabatica e
uma bomba externa produz vacuo dentro da camara para prevenir condensagéo.
Figura adaptada da referéncia (10).

Durante um experimento de ITC, a cela de referéncia é preenchida com agua
ou solucao tampao enquanto que a cela de amostra € preenchida com a solucao de
tampéo contendo a macromolécula de interesse. Uma quantidade conhecida de

poténcia térmica (< 1 mW) é dissipada no aguecedor acoplado a cela de referéncia.
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Este aquecimento na cela de referéncia ativa o outro aquecedor localizado na cela
de amostra, que a aquece de modo que a diferenca de temperatura AT entre as
celas seja igual a zero. A solugcdo tampao contendo o ligante é titulada dentro da
cela de amostra por uma seringa de vidro de alta precisdo. Esta seringa possui uma
agulha de material inoxidavel com pequenas pas em sua extremidade. A titulagao é
automatizada por um motor de passo controlado por computador que também faz a
seringa girar a uma freqiéncia constante enquanto ocorre a titulacdo da solucéo de
ligante. Este procedimento ocorre a fim de se misturar rapidamente os reagentes.
Durante a titulacdo, a reacdo entre os componentes vai liberar ou absorver calor,
dependendo se a reacao € exotérmica ou endotérmica, respectivamente. Para uma
reacdo exotérmica, a temperatura na cela de amostra aumenta e a resposta do
aquecedor acoplado nesta cela diminui a taxa de poténcia térmica fornecida de
modo a manter o experimento em condi¢des isotérmicas. Deste modo, a taxa de
poténcia térmica, que é constantemente monitorada em funcéao do tempo, sofre uma
deflexdo negativa indicando a quantidade de calor que o aquecedor deixou de
fornecer para a cela de amostra. Por outro lado, se a reacédo entre os componentes
€ endotérmica, a temperatura dentro da cela de amostra diminui. O aquecedor entéao
fornece calor para a cela de modo a compensar o calor absorvido durante a reacéao.
Assim, a taxa de poténcia térmica observada sofre uma deflexdo positiva indicando
a quantidade de calor em funcédo do tempo que foi fornecida para a cela de amostra
a fim de manter as condicdes isotérmicas do experimento (1, 9-11). Para ilustrar, a
Figura 7 a seguir mostra o “layout” de um experimento onde esta sendo titulada
agua dentro da cela de amostra contendo agua. Este procedimento é feito

geralmente para se certificar que a cela de amostra esta limpa.
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Figura 7 — “Layout” do experimento de titulagdo de agua contra agua para obtencéo de linha de base.
Neste experimento podemos verificar a notoéria sensibilidade no registro do calor de
diluicdo da agua em &gua a cada titulagao. Podemos ver ainda que este calor de diluigéo é
exotérmico, pois a cada titulagdo (setas) vemos uma deflexdo negativa na poténcia
térmica instrumental.

1.2.3 Cinética enzimatica por ITC

Para se entender qualquer processo bioquimico € necessario se estudar as
reacOes enzimaticas que caracterizam um sistema individualmente. A principal
abordagem para se entender os mecanismos de uma reagao catalisada por enzima
€ determinar a velocidade da reacédo e como ela varia em resposta as mudancas dos
parametros experimentais (46, 54-57). A concentracdo de substrato [S] € um
importante fator de influéncia na taxa de uma reacgao catalisada por uma enzima. No
entanto, é dificil se estudar os efeitos da concentragdo de substrato devido ao fato
gue sua concentragao varia com o tempo no curso de uma reagdo em que este €
convertido para produto. Para contornar este problema, uma abordagem simples é
utilizada para medir a taxa inicial ou velocidade inicial, denominada por vy, onde a
concentracdo de substrato, [S], € muito maior que a concentragdo de enzima, [E]
(55, 57). Em um experimento tipico, sdo utilizadas [E] da ordem de nanomolar,
enquanto [S] deve ser 3-4 ordens de grandeza maior. Assim, o comeco da reagao
pode ser monitorado de modo que nestas condicbes um percentual pequeno de [S]
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(cerca de 5%) é consumido (2, 13-18, 46, 54, 56-59). O efeito da variacdo da
concentracao de substrato sobre vy, quando a concentracdo de enzima é constate,

pode ser visto na Figura 8.

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
[S] mM

Figura 8 — Efeitos da concentragdo de substrato sobre a velocidade inicial de uma reacédo catalisada
por enzima. Esta curva foi gerada pela equagédo de Michaelis-Menten implementada no
programa MicroCal Origin 7.0. Os parametros foram escolhidos como segue: Ky = 4,3 uM,
kea=0,084s"ea concentracao de enzima foi mantida fixa em 100 nM. Na concentragéo
de substrato indicado pela linha azul, metade das moléculas de enzima est4 complexada
ao substrato e a taxa da reacao é exatamente metade da velocidade maxima V.

Em concentracdes relativamente baixas de substrato, a velocidade inicial da
reagcdo (Vo) aumenta quase que linearmente com o acréscimo de [S]. Em
concentracbes mais altas de [S] esta velocidade aumenta cada vez menos até
atingir uma regiao de “plateau” onde a velocidade inicial da reagcdo é maxima (Vmax)-

A chave para se entender este comportamento cinético esta estritamente
relacionada com a formagcdo do complexo enzima-substrato (ES) da reagédo. O
modelo cinético mostrado na Figura 8 levou grandes cientistas, como Henri e Wurtz,
a proporem em 1903 que a combinacdo de uma enzima com seu substrato para
formar o complexo ES é uma etapa necessaria para catalise enzimatica. Mais tarde
em 1913, esta idéia foi expandida, por Leonor Michaelis e Maud Menten, em uma

teoria geral para cinética de enzimas. Menten postulou que uma enzima
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primeiramente se combina de forma reversivel ao seu substrato para formar o

complexo ES em um passo de reversibilidade relativamente rapido (Eq.1).

k1
E+S = ES (D

k_1
O complexo ES entdo se rompe em uma reagdo mais lenta para produzir enzimas

livres e o produto P da reacao (Eq.2).

ES“%E 4 p )
Por ser mais lenta, a segunda reagao limita a velocidade da reacdo como um todo,
fazendo com que esta velocidade seja proporcional a concentracdo das espécies
que reagem no segundo passo, ou seja, ES (54-57).

Em um dado instante de uma catalise enzimatica, a enzima pode ser
encontrada em duas formas, livre (ou forma ndo-combinada [E]) e na forma
combinada ES. Com o aumento da concentracdo de substrato existem mais
moléculas disponiveis para formar o complexo ES, pois o equilibrio da equacéao 1 é
favoravel para a formacao deste complexo. A velocidade inicial maxima (Figura 8) da
reacdo € observada quando todas as moléculas de enzima estado virtualmente
ligadas a moléculas de substrato (55, 57). Esta curva que relaciona a dependéncia
das velocidades iniciais vo com a variacao de [S] tem a mesma forma geral para a
maioria das catalises enzimaticas e se aproxima de uma hipérbole retangular. Este
comportamento pode ser expresso algebricamente pela equacdo de Michaelis-

Menten:

vy = Viax - 151 _ keat " [Etota] - [S]
* T Ky +IS  Ku+IS]

A caracterizacao apropriada de uma enzima que segue o mecanismo de Michaelis-

(3)

Menten consiste em se determinar a constante de Michaelis, Ky, e a taxa de
conversao enzimatica kqa. A razdo kear /K € uma medida da eficiéncia catalitica de
uma enzima. Estes parametros sao frequentemente determinados por um conjunto
de experimentos que envolvem medidas 6pticas ou eletroquimicas. Devido ao fato
gue a maioria dos substratos e/ou produtos ndo possuem propriedades uUteis a estes
métodos, o0s estudos enzimaticos sao feitos muitas vezes utilizando substratos
modificados ou ensaios enzimaticos acoplados. No entanto, o uso de tais estratégias
pode acarretar em erros significativos na determinagéo dos parametros cinéticos kca
e Ku (13). Virtualmente todas as reagdes quimicas, incluindo aquelas catalisadas por

enzimas, ocorrem com a liberacdo ou absorcdo de calor fazendo, deste modo, a
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técnica calorimétrica de ITC muito Gtil para seu monitoramento (2, 13, 14, 16, 17,
59).

A taxa de uma reacao enzimatica é obtida através da mudanca da poténcia
térmica instrumental fornecida a cela de amostra decorrente do calor gerado ou
absorvido apds a adicdo de substrato ou enzima por uma seringa agitadora. Uma
deflexdo negativa na poténcia térmica instrumental serd vista no caso da reacéo
liberar calor (reacdo exotérmica) e uma deflexdo positiva sera vista na poténcia
térmica instrumental no caso da reagcao absorver calor (reacdo endotérmica). Uma
reacdo quimica termodinamicamente favoravel € guiada pelo decréscimo de sua
energia livre (4G=4H -TAS) em que a entalpia € o calor trocado a pressao constante
entre os componentes do sistema. Deste modo, a taxa de calor gerado devido a
conversao de substrato em produto deve ser uma medida direta da velocidade da
reacao enzimatica (13, 14, 17, 18).

A quantidade de calor total (a menos do calor proveniente dos efeitos de
diluicao) gerado para transformar n moles de substrato em produto é dada por:

Qr =n- AH = [Plioear Vo - AH (4)
onde V, refere-se ao volume inicial de solucdo na cela de amostra, [P] é a
concentracdo molar de produto gerado ao final da reacéo, ou seja, quando todo o
substrato for convertido em produto e AH refere-se a entalpia molar da reagéo.
Desta maneira, o calor gerado por uma enzima fornece imediatamente a taxa de

reacao enzimatica:

Poténci —dQ—d[P] Vo AH 5
oténcia = P 0 (5)
Se rearranjarmos a equacao acima, temos que,
d[P 1 d
Velocidade = Pl _ ¢ (6)

dt  V,-AH dt
A equagdo 6 nos diz que para determinarmos a velocidade de uma catélise
enzimatica devemos determinar ndo somente a variagdo de calor com o tempo
(dQ/dt), mas também a entalpia da reagcdo AH. Esta grandeza é determinada
dividindo-se o calor total (Qiua) gerado em uma reacado catalisada pela enzima,
quando o substrato é totalmente convertido em produto, pela concentracao molar de
substrato envolvido na reacao. O calor total pode ser obtido integrando-se a area

sob a curva (termograma):
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AH =

! j Trde® 7

[Sltotar = Vo dt

Se for necessario, a concentragdo [S] pode ser calculada em qualquer instante

=0

usando-se a seguinte equacao,

1 td
Sl = ISl ~ 7z | e ®)

onde [S]o € a concentracdo de substrato inicial (3,14,16-19,60). Para ilustrar, a
Figura 9 mostra a isoterma obtida na hidrolise de uréia catalisada pela enzima

uréase de H. pylori (17).
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Figura 9 - Reacao catalisada pela enzima urease a 37°C. Em (A), a poténcia (ou fluxo de calor) em
funcdo do tempo foi medida em condi¢cbes estacionarias, onde a cela do calorimetro foi
preenchida com uma solugdo contendo enzima (urease) e substrato (uréia) foi injetado
como indicado pelas setas. A concentragdo de enzima utilizada foi 50 pM, enquanto que a
concentracao de substrato dentro da cela foi de 88 pM. Uma segunda inje¢éo foi feita 10
minutos depois, onde foram adicionados mais 88 uM de uréia dentro da cela, mostrando a
variagao da potencia térmica dQ/dt com o aumento da concentragdo de substrato. Em (B),
a completa conversao de substrato em produto para se obter o valor de AH da reacgéo.
Neste experimento, uma quantidade de 513 puM de uréia foi consumida por 4 nM de
urease gerando um AH = - 10,4 0,1 Kcal/mol. O experimento também indica que ndo ha
inibicao durante a formacao do produto. Figura adaptada da referéncia (17).

1.2.3.1 Consideracodes praticas

A primeira coisa a levarmos em consideracdao quando pretendemos fazer um
experimento de ITC é que todos os reagentes estejam em uma mesma solucio
tampé&o. Este procedimento é feito para evitar calores excessivos de diluicdo entre
solucdes tampao diferentes. Para isso, a enzima deve ser dialisada contra uma
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solugao tampao propriamente escolhida e usamos o0 mesmo tampéao para preparar a
solucdo contendo o substrato. Em alguns casos, também é possivel dialisarmos o
substrato contra o tampéao escolhido. Outro procedimento importante para qualquer
experimento de ITC é degasificar as solucbes que vao preencher tanto a cela de
amostra quanto a seringa tituladora. Este procedimento é necessario para evitar que
0 equipamento registre o calor de formacdo de bolhas. Para se realizar um
experimento de ensaio enzimatico por ITC é necessario quantificar precisamente as
concentragdes molares de enzima e substrato. Isto é feito na maioria das vezes por
meios espectroscopicos, onde os reagentes possuem croméforos e coeficientes de
extingdo molares experimentalmente determinados ou calculados. Também é
necessario determinarmos a entalpia molar da conversdao completa de substrato
para produto, por isso é vantajoso sabermos a concentracdo molar dos reagentes
com precisdo. E de grande ajuda se existe alguma indicagdo do valor aproximado de
Ku, pois desta maneira podemos usar este valor aproximado na obtengdo de uma
curva completa de Michaelis-Menten, ou seja, alguns pontos em concentracoes
abaixo e acima de Ky. Atualmente existem dois métodos disponiveis para se realizar
um ensaio cinético: Método das Mdltiplas Injecdes e Método da Injecdo Unica. Estes
métodos sao tratados a seguir.

1.2.3.2 O Método das Mudltiplas Injecoes

Este método é usado para se estudar cinéticas lentas, em que os valores de
Ky sdo maiores do que 10 uM ou para cinéticas que ao longo da reagdo exibam
inibicao por formagao de produto. Neste experimento é possivel utilizar proteinas em
concentracbes na faixa de picomolar (pM) até concentracbes na ordem de
nanomolar (nM) e concentracées de substratos na faixa de micromolar (uM) a
milimolar (mM). As velocidades de reagédo enzimatica sdo determinadas medindo-se
a mudanca na poténcia térmica instrumental fornecida para a cela de amostra apés
a adicao de substrato. Apds cada titulacao é possivel ver picos de calor antes de a
poténcia térmica instrumental ficar constante. Estes picos estdo relacionados ao
calor de diluigdo dos componentes envolvidos no experimento (Figura 10). A

poténcia térmica instrumental rapidamente diminui aproximando-se de um novo
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patamar de estado estacionario. A intengdo neste experimento é que ele ocorra de
modo que, apds cada injecdo de solugdo contendo substrato, a condicdo de estado
estacionario, [E]<<[S], seja mantida e que ndo mais que 5% do total de substrato
sejam consumidos na catélise. Tipicamente 10-30 injecdes com intervalos de tempo
de 1-5 minutos entre cada injecao sao suficientes para se obter pares de (velocidade
da reacao enzimatica, [S]), e entdo se construir uma curva catalitica. Cabe lembrar
que para se obter estes pares de dados devemos antes determinar a entalpia molar
de conversdo total de substrato em produto (Figura 9B); a cada titulacdo de
substrato dentro da cela é possivel calcular a concentracdo molar envolvida na
catdlise e a taxa de variagdo constante de calor (dQ/dt) € determinada diretamente
do termograma (Figura 10). Deste modo, a velocidade da reacdo para uma
determinada concentragdo de substrato é obtida a partir da equacdo 6. Os
parametros cinéticos podem, entdo, ser obtidos ajustando-se os dados através da
equacao de Michaelis-Menten ou pelo método dos duplos reciprocos (55, 57). Na
Figura 10 é possivel se ver um ensaio feito para obtencéo das taxas cataliticas da

hidrélise do substrato p-nitrofenil fosfato (PNPP) pela fosfatase 1 (PP1-y) (60).
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Figura 10 — Poténcia térmica instrumental para a taxa de reagao da hidrélise do PNPP por PP1-y.
Figura adaptada da referéncia (60).
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1.2.3.3  Método da Injecdo Unica

Este método requer uma quantidade maior de enzima (1-30 nM), mas é um
método mais direto para a obtencédo dos parametros cinéticos do que o método das
multiplas injecdes. E indicado para reacdes rapidas (Ky menor que 10 uM), onde
uma unica inje¢ao de substrato (10-30 pL a 10-100 uM, dependendo da reagéao) em
concentracbes maiores que Ky é titulada dentro da cela de amostra. A poténcia
térmica instrumental é continuamente monitorada conforme o substrato é convertido
em produto (Figura 9B e Figura 11A). O monitoramento continua até o substrato ser
totalmente consumido e a poténcia térmica instrumental voltar para a linha de base
inicial (17). A taxa da reagao é graficada em fungédo da concentragdo de substrato
restante, produzindo uma curva catalitica continua. Os valores de k. € Ku sao,
entdo, determinados pelo método dos duplos reciprocos (55, 57) ou ajustando-se os
dados de acordo com a equacéao de Michaelis-Menten (Eqg. 3). Na obtencao da curva
catalitica sao utilizadas as equacgdes 7 e 8 para calcular AH e [S] em qualquer
instante, respectivamente. A taxa de poténcia instrumental (dQ/dt) é obtida
diretamente do termograma no intervalo de integracdo em que foi calculado AH e

[S], o que leva a velocidade de reacao (equacgao 6 e Figura 11B).
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Figura 11 — Hidrélise do BAEE (Na-Benzoyl-Arginine Ethyl Ester) catalisada pela tripsina. Em (A) uma
solugao de 9,6 nM de tripsina foi equilibrada a 25°C dentro da cela de amostra. Apos o
equilibrio térmico, BAEE foi injetado (seta) para uma concentracédo final de substrato
dentro da cela de 171 uM. A poténcia térmica instrumental foi monitorada até a completa
conversdo do substrato em produto. A curva grossa mostra a catdlise da BAEE pela
tripsina na presenga de benzamidina, enquanto que a curva fina mostra a catalise da
BAEE pela tripsina sozinha. Em (B) vemos a taxa de reagdo em fungéo da concentragao
de BAEE. Os parametros cinéticos encontrados neste experimento foram 4H = -11,45
Kcal/mol; Ky = 4 uM; k.o = 16 s”. K; devido & benzamidina nestas condicdes foi de 16
WM. Figura adaptada da referéncia (17).

Os efeitos da inibicao por formacao de produto também podem ser facilmente
monitorados pelo método da injecdo Unica. Em uma segunda injecdo de substrato,
se a resposta de calor for a mesma obtida na primeira inje¢éo, o produto nao esta
inibindo a reacao enzimatica. Por outro lado, se a inibicado por formacao de produto
ocorre ou se um inibidor competitivo é adicionado na reacdo, os efeitos causados
pela inibicdo podem ser quantificados por varias inje¢cdes subseqlentes de substrato

ou da mistura de substrato-inibidor (17, 60).
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1.2.3.4 Condig¢des experimentais do ensaio enzimatico por ITC

Os ensaios calorimétricos foram realizados em um instrumento VP-ITC
fabricado pela MicroCal Inc. (Northampton, MA) equipado com software para
controle e aquisicao de dados VP Viewer. Os experimentos foram realizados a 25°C
e a cela de amostra foi preenchida com uma quantidade pré-determinada de enzima,
enquanto a seringa foi preenchida com substrato. A cela de referéncia foi preenchida
com agua pura. Durante o experimento, a aquisicao da poténcia térmica instrumental
foi feita a cada intervalo de um segundo, a velocidade de agitacao da seringa foi de
300 rpm e a sensibilidade do equipamento foi configurada para ser “alta”. O método
usado para os ensaios enzimaticos foi o das multiplas injecbes e a quantidade de
reagentes utilizados foi 10 nM de enzima e 1 mM de substrato ambos em tampéao
Tri-HCI (20 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl, pH 8.0). Um segundo experimento na mesma
temperatura foi realizado de maneira que a concentragao final de substrato na cela
fosse menor que 25 uM. Neste caso, as quantidades de reagentes utilizadas foram
de 200 nM de enzima e 1 mM de substrato no mesmo tampéao descrito acima. O
namero, volume e tempo entre cada injecdo foi ajustado de forma a otimizar os
dados em cada experimento. O calor de diluicdo do substrato, obtido quando
substrato foi injetado na cela de amostra sem enzima, foi usado para corrigir 0s
dados. A analise dos dados, bem como a determinagao dos parametros cinéticos foi
feita segundo descrito acima.

1.2.3.5 Determinag&o da entalpia aparente da reacdo enzimatica (AHzp)

A variacdo de entalpia molar aparente da reacdo enzimatica (AH,p) quando Pp
1,2-CCD catalisa catecol em &cido cis-cis-muconico foi determinada por ITC como
se segue: a cela de amostra do calorimetro, cujo volume é de 1,43 mL, foi
preenchida com uma solugcédo de 3 uM de enzima em tampéao Tris-HCI (20 mM Tris-
HCI, 50 mM NaCl, pH 8.0), enquanto que a seringa do calorimetro foi preenchida
com 1 mM catecol. Apdés um periodo de equilibrio térmico do calorimetro, a reacéo
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enzimatica comegou pela injecdo de 10 uL da solucéao de catecol dentro da cela de
amostra contendo enzima. A catélise completa do catecol em acido cis-cis-mucénico
e consequente fim da reacdo enzimatica foi indicada pelo retorno da poténcia
térmica instrumental para a linha de base. A velocidade de agitacdo da seringa foi
300 rpm, enquanto que a taxa de injecdo de substrato na cela foi 0,5 pL s™. A
poténcia térmica instrumental (ucal s™) foi registrada a cada 2 segundos durante o
experimento. O calor gerado pela diluicdo do substrato foi determinado em um
experimento separado sob as mesmas condi¢coes experimentais, exceto pelo fato de
que a cela de amostra do calorimetro foi preenchida apenas com solugao tampao. A
entalpia (AHgp) foi determinada, primeiramente, subtraindo-se o calor de diluigdo do
calor total envolvido na reacdo enzimatica e, em seguida, dividindo-se o valor da
entalpia resultante, obtida pela integracdo da area sob a curva do fluxo de calor, pelo

namero de moles de substrato que foram injetados dentro da cela de amostra.

1.2.3.6 Ensaio de inibicdo por produto

A cela de amostra do calorimetro foi preenchida com uma solugcao 600 nM de
Pp 1,2-CCD enquanto que a seringa foi preenchida com uma solugdo 50 mM de
catecol. Ambas as solugdes foram preparadas em tampao Tris-HCI (20 mM Tris, 50
mM NaCl, pH 8,0). O experimento foi realizado a 30 °C e a reagdo enzimatica foi
seguida medindo-se a mudancga na poténcia térmica instrumental apos a injecéo de
3 uL de substrato dentro da cela de amostra. A reacdo aconteceu até que a
completa conversdo do catecol em acido cis-cis-mucénico fosse alcangada, fato
evidenciado pela volta da poténcia térmica instrumental para a linha de base. Apos
isso, uma segunda e uma terceira injecoes de substrato foram realizadas. A
integracao numérica de cada pico foi feita de maneira a se obter o calor total da
conversao do catecol em produto. Os dados foram corrigidos para o calor de diluicao
do substrato.
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1.2.4 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

DSC é uma técnica muito utilizada para se medir o calor absorvido ou
transferido de uma amostra a pressado constante durante uma mudancga fisica ou
quimica. O termo “Diferencial” refere-se ao fato de que o comportamento de uma
amostra de interesse é comparado a uma amostra de referéncia que durante o
experimento nao sofre mudancas fisicas ou quimicas significativas. O termo
“Varredura” refere-se ao fato de que tanto a amostra de interesse quanto a amostra
de referéncia sdo submetidas a uma variacdo sistematica da temperatura em um
intervalo pré-determinado.

Muitas moléculas importantes de baixo peso molecular ndo podem ser
examinadas por DSC ao menos que estas moléculas formem agregados
moleculares estabilizados por cooperacao intermolecular. Estruturas altamente
cooperativas como os biopolimeros (liposomos, acidos nucléicos, proteinas) sao
estabilizadas pela cooperacao de varias fatores de pequena magnitude (ligacoes de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas e efeito hidrofébico) e sofrem, frequentemente,
transicdo de fase como resultado de mudancas conformacionais, fusao, hidratacdo
ou desidratacdo, agregacao, desagregacao ou uma combinagdo destes (61). Estes
sdo os tipos de moléculas para as quais a analise por DSC fornece parametros
termodinamicos macroscopicos e as vezes microscépicos (quando esta técnica é
usada juntamente com técnicas de espectroscopia). Através da técnica de DSC é
possivel se determinar grandezas termodinamicas absolutas durante uma transicao
termicamente induzida. DSC é frequentemente utilizada para se estudar o
desenovelamento e reenovelamento de proteinas, estabilidade térmica de proteinas
na presenca de ligantes (como farmacos), transi¢cdes lipidicas, interacées de
proteinas com fosfolipidios, interacdo entre proteinas, detec¢cdo de dominios de
membrana, entre outros estudos (61, 62).

Basicamente, um equipamento de DSC para o estudo de biomoléculas
consiste em dois pequenos compartimentos (celas) idénticos que sao aquecidos
eletricamente por aquecedores a uma taxa constante (Figura 12). Uma das celas é
preenchida com solugcéo que contém a amostra a ser estudada (proteina, lipossoma,
etc.) e a outra cela é preenchida geralmente com o tampao usado para solubilizar a

amostra de interesse. As celas sdo mantidas sob pressao atmosférica ou em alguns
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casos sob pressdo de gas inerte, para inibir a formacdo de bolhas durante o
aquecimento. Durante o experimento, poténcia é fornecida pelo aquecedor principal
para aumentar a temperatura das celas a uma taxa estacionaria, enquanto que
diferencas de temperatura entre as celas de referéncia e de amostra (AT;), e entre
as celas e a camara adiabatica (AT,) sdao monitoradas (Figura 12). Através de
circuitos de resposta, um aquecedor/resfriador localizado na camara adiabatica
permite a esta atingir a mesma temperatura das celas e aquecedores de resposta
localizados nas celas compensem qualquer diferenca de temperatura entre as estas
durante a varredura. Um computador controla a poténcia térmica dissipada nas celas

e camara adiabatica e faz a aquisicao de dados (62, 63).

Cémera [

fermica Aquecedor/resfriador

do invélucro AT
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principais

Aquecedores
de resposta
;:\T._

Figura 12 — Diagrama para um tipico DSC usado para o estudo térmico de solugdes diluidas de
biomoléculas. Figura adaptada da referéncia (63).

Geralmente durante um experimento de DSC, os dados de saida mostram
poténcia em funcao da temperatura (Figura 13).
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Figura 13 — Imagem da tela do computador durante um experimento de DSC onde as celas foram
preenchidas com solucdo tampdo. Na figura acima podemos ver como é feita a
aquisicao de dados durante um experimento de DSC. A diferenca de poténcia entre as
celas no eixo Y (DP em mcal/min) é registrada em fungao da temperatura.

Os dados medidos de poténcia sdo convertidos para excesso de capacidade

térmica molar C, através da equagéo:

dQ, 1
—=C 9
dt oM P ©)

onde Q, é o calor absorvido pela amostra a pressao constante; t € o tempo; o € a
taxa de aquecimento, dT/dt; T é a temperatura; M é o numero de moles de amostra
usado no experimento. O tempo é convertido para temperatura usando-se a formula
txo (62).

Durante a varredura (aumento ou decréscimo da temperatura), em um
intervalo que ndao contém nenhuma transicao de fase, as temperaturas de ambas as
celas variam linearmente com o tempo na mesma taxa de aquecimento o=dT/dt, e a
diferenca de temperatura entre as celas permanece zero. Isso se reflete de maneira
ideal em uma linha de base reta e horizontal (Figura 13). Por outro lado, se ocorre
alguma mudanga fisica ou quimica no sistema, a temperatura da cela de amostra
muda de maneira significativa com relacdo a temperatura da cela de referéncia.
Assim, para manter a mesma temperatura em ambas as celas, o excesso de energia
deve ser compensado (em forma de fluxo de calor para as celas) pelos aquecedores
durante este processo. Por exemplo, em um processo endotérmico a temperatura da

cela que contém a amostra diminui (neste caso o processo remove energia do meio
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para que a transicao ocorra, o que leva a um decréscimo da temperatura na cela de
amostra) em relagdo a temperatura da cela de referéncia. Como resultado, os
aquecedores devem fornecer mais energia (calor) para a amostra em relacdo a
referéncia para manter as temperaturas das celas iguais. Neste caso, esta diferenca
de energia fornecida pelos aquecedores para ambas as celas reflete-se em uma
deflexdo positiva da linha de base original. No caso contrario, onde o processo se
mostra exotérmico (a transicao libera calor para o meio promovendo o0 aumento da
temperatura da cela de amostra), os aquecedores devem entdo fornecer menos
energia para a cela de amostra do que para a cela de referéncia para que ambas as
celas permanecam na mesma temperatura. Neste caso entdo, a diferenca de
energia fornecida pelos aquecedores para as celas vai resultar em uma deflexao
negativa da linha de base original (9, 62). A transicao térmica pode ser vista durante
um experimento através de um grafico da diferenca do fluxo de calor (dQ/dt) entre as
celas de amostra e de referéncia em fung¢ao da temperatura, gerado pelo sistema de
aquisicao de dados do equipamento cuja intensidade do sinal é diretamente
proporcional a taxa de aquecimento ou resfriamento (dT/dt) da amostra. A Figura 14
mostra um caso de transicdo de fase de proteina classico, onde a proteina em

questao é a ubiquitina (62).

- N (o)) P (9] (o)}
(=) (= o o O =
T T T T 1 1

Capacidade Termica Aparente
(kJ mol! K1)

_1 O | | | | | |
30 40 50 60 70 80 90
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Figura 14 — Termograma obtido de uma solugao da proteina ubiquitina na concentragéo de 5 g dm™.
A taxa de aquecimento foi de 60°C h™'. No diagrama é possivel verificar as definicdes de
Tm e AC,. Figura adaptada da referéncia (62).
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A limpezadas celas durante um experimento é fundamental. Para isso, preencha as
celas com 5DS ou HNO; concentrado e aquega-as até a temperatura de 90°Cauma

taxade aguecimento de 60°C h™. Resfrie as celas elimpe-as com uma boa quantidade
de dgua deionizada (500mL de agua devem ser o suficiente). Apos isso, laveas celas
com asolugdo tampdo quesera usada no experimento.

|

Preencha as celas com a solucdo tampdo degaseificada por pelo menos Sminutos em
vacuo forte. Aplique pressdo em ambas as celas através da tampa/embolo que
acompanhao calorimetro (€ usadaa pressao de tmbalho entre 21-25 psi). Corra um
experimento para obtencdo da linha de base dentro do intervalo de temperatura e
taxa de aquecimento requerido (para proteinas recomenda-se umataxa de
aquecimento de no maximo 60°C h™). Pode-se calibrar o calorimetro com respeito &

temperatura caso haja necessidade.

Apos o experimento de linha de base, removaa solugdo tampdo da celade amostrae
preencha-a com aamosira de interesse previamente degas eificada (minimo de 1 mL
de amostra). Certifique-se que ndo habolhas na celade amostrae aplique novamente
a pressdo de trabalho. Bons resultados s3o0 obtidos com proteinas naconcentracdo de
5-25uM e com lipideos naconcentracao de 1 mg/mL.

!

Configureo calorimetro para ealizar pelo menos 2 varreduras dentro do intervalo de
temperaturade interesse, para checar areprodutibilidade da transicdo. O tempo de

equilibrio varia de experimento para experimento (recomenda-se usar o padrao
estabelecido pelo fabricante num primeiro momento).

1

Subtraia osinal daamostTadeinteresse do sinal de linha debase e faga aanalise
termodinamica levando-se em consideragdo o volume e a concentracdo molar da

amaostra.

Repitao protocolo usando amostras frescas e variando as condigbes experimentais
(taxa de aquedmento, concentragdo, pressao, etc).

Figura 15 — Protocolo tipico para experimentos de DSC. Figura adaptada da referéncia (62).



71

1.2.4.1 Condigdes do experimento de DSC da interacao entre Pp 1,2-CCD e acido
cis-cis-mucénico

Os experimentos de DSC foram realizados em um equipamento VP-DSC
fabricado por MicroCal Inc. (Northampton, MA). Todas as amostras foram dissolvidas
em tampao Tris-HCI (20 mM Tris-HCI, 50 mM of NaCl, pH 8.0). As varreduras foram
realizadas no intervalo de 10-70 °C, com taxa de aquecimento de 60 °C/h e pressao
aplicada em ambas as celas de amostra e de referéncia de 22 PSI (pressao por
polegada quadrada). A quantidade de lipidio usada nos experimentos foi de 1 mg/mL
enquanto que a quantidade de proteina usada nos experimentos foi de 25 ug/mL.
Para prevenir a formagdo de bolhas durante o experimento, as amostras foram
exaustivamente degaseificadas antes de serem injetadas na cela de amostra do
calorimetro. A aquisicdo da linha de base instrumental foi feita no mesmo intervalo
de temperaturas preenchendo-se ambas as celas de amostra e de referencia do
calorimetro com tampdo. Os termogramas adquiridos foram normalizados pela

concentracao antes de analisa-los.

1.2.5 Calorimetria de perturbacao por pressédo (PPC)

Sabemos por experiéncia cotidiana que o aquecimento de um corpo leva a
uma expansao do seu volume (64, 65) e que o caso reverso, dificilmente encontrado
no dia-a-dia, é fisicamente equivalente, ou seja: a reducgéo for¢cada do volume de um
corpo pela aplicacao de uma pressao isotropica aumenta a temperatura deste corpo
(6, 12). Pressbes muito altas sdo necessarias para producéo de calor mensuravel.
No entanto, com o recente desenvolvimento da técnica de PPC, é possivel se medir
pequenas variacdes de temperatura associadas a aplicacdo de pressdes
relativamente baixas (~5 bar) sobre a amostra de interesse. De uma maneira mais
apropriada, PPC pode ser definida como sendo um novo método (recentemente
criado pela MicroCal Inc), que mede o calor consumido ou liberado por uma amostra
apds uma mudanca repentina de pressao aplicada (6, 12). O calor medido durante

um experimento de PPC é usado para se calcular o coeficiente de expansao
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volumétrica [a,(T)] de uma amostra em funcdo da temperatura, e no caso de
transicao de fase, o calor é usado para calcular a variacao de volume AV da amostra
que ocorreu durante a transicao de fase.

Uma descricdo de um experimento de PPC pode ser dada da seguinte
maneira: seguindo um experimento de DSC, as celas de amostra e de referéncia
sdo preenchidas com a amostra biol6gica dissolvida em tampao e tampao,
respectivamente. Na maioria das vezes, principalmente quando se esta trabalhando
com lipidios, ndo € necessario re-preencher a cela de amostra ap6s o experimento
de DSC. Variagdes repentinas de pressado de até 5,5 bar sdo aplicadas sobre as
celas do calorimetro de uma maneira controlada por computador. A pressado é
aumentada geralmente usando um gas inerte (nitrogénio, hélio) armazenado em um

tanque de alta pressao. Tal processo é ilustrado na Figura 16:
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Figura 16 — Diagrama esquematico de um experimento de PPC. A figura representa o tempo t em que
a cela permanece em determinada temperatura T, a variagdo de pressao aplicada sobre a
cela durante este tempo t e, ainda, o sinal obtido durante este processo. Figura adaptada

da referéncia (6).

A figura acima ilustra um experimento de PPC, onde trés variagbes de
pressao ocorridas em trés temperaturas diferentes sdo mostradas. A parte de baixo
da figura representa o sinal obtido através deste procedimento. Note que em um
experimento de PPC real sao feitas entre 20-100 variacées de pressao para varrer

completamente um intervalo de temperaturas de interesse. Cada procedimento para
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se variar a pressao durante o experimento de PPC inicia-se com o calorimetro sendo
equilibrado para o modo isotérmico, a uma dada temperatura T e com as celas sob
alta pressao (~5 bar). Apbés o periodo de equilibrio, a pressao sobre as celas é
diminuida repentinamente até que o valor da pressdo ambiente, no caso, 0 bar. A
variacao de temperatura da cela é compensada pelos aquecedores localizados nas
celas de amostra e de referéncia do calorimetro, de modo a permanecer constante
(Figura 16). Esta compensagao dura em média 1 minuto até que o fluxo de calor
entre as celas seja 0 mesmo e a poténcia de compensacao retorne para a linha de
base. O sinal obtido deste procedimento representa o calor liberado ou consumido
pela amostra durante a variacdo de pressdo. Apés o completo equilibrio desta
primeira etapa, os controladores de pressao re-conectam as celas do calorimetro
com o tanque de gas inerte de modo a aumentar repentinamente a pressao sobre
estas novamente. O sinal obtido representa o calor liberado ou consumido pela
amostra durante esta nova variacdo pressdo. Para ambos os procedimentos
(diminuir e aumentar a pressao sobre as celas do calorimetro repentinamente), sao
feitas as aquisicoes de temperatura, pressao e fluxo de calor (poténcia térmica) em
funcéo do tempo. Geralmente a aquisicdo dos dados é feita com filtro de tempo de 1
s” (ou seja, a cada segundo o software de controle do calorimetro faz a aquisicao de
1 ponto do experimento). Os picos de calor sao diferentes em relagdo ao sinal, mas
em geral devem concordar entre si em valores absolutos (Figura 16). Apds o
equilibrio, o calorimetro é automaticamente aquecido ou resfriado para a prdéxima
temperatura T desejada, onde os procedimentos descritos anteriormente vao ocorrer
novamente. Integrando-se o sinal de PPC geramos dois valores Qr (calor) para uma
dada variacdo de pressdo. Segundo o fabricante, as variacdes repentinas de
pressao podem induzir pequenas diferencas de temperatura com relacdo ao DSC
tradicional e esta diferenca fica em torno de + 0,05 K. Heerklotz e colaboradores (6),
trabalhando com transicdo de fase de lipidios (MLV, LUV, SUV), determinaram uma
diferenca de +0,02 K durante a liberagdo de pressao e de -0,04 K para o aumento da
pressdo. Todos o0s pontos obtidos durante o experimento sao geralmente
reprodutiveis e dificiimente efeitos de histerese ocorrem. Como estamos
interessados em obter informagdes sobre as propriedades volumétricas da amostra
de interesse, trés experimentos de controle sdo necessarios para termos valores
precisos. Estes sdo geralmente agua (cela de amostra) contra agua (cela de
referéncia), agua contra tampéao e por ultimo tampao contra tampéao. Os resultados
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destes controles sdo ajustados por funcdes polinomiais e entdo subtraidos do
experimento principal de modo a obtermos o coeficiente de expansao térmica em
funcao da temperatura, ay(T), da amostra de interesse. Na Figura 17 é mostrado um
experimento de PPC mais real durante o qual as celas foram preenchidas com agua
deionizada. Os cuidados no preenchimento das celas com agua sao idénticos aos
adotados durante um experimento de DSC. Na verdade, o experimento de PPC
pode ser realizado usando para isso a agua que foi usada para coletar a linha de

base no experimento de DSC.
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Figura 17 — Experimento de PPC de agua versus agua realizada a 10°C.

As relacdes basicas para se tratar os dados de PPC podem ser derivadas
comecgando-se da segunda lei da termodindmica, onde:

— erev
T

Aqui, dS é a variacao infinitesimal da entropia para um processo reversivel,

ds (12)

onde a variagdo de calor trocado reversivelmente a uma dada temperatura é dQyey.
Se diferenciarmos a equacdo acima com respeito a pressado, deixando-se a

temperatura constante temos que:

(55, =7 (o), 13

Uma das relagdes de Maxwell nos diz que:
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&), -6 !
orP)y  \aT/, (14)
Substituindo este resultado na Equacao 13 resulta que:

aQrev> _ <0V> _

( 55) =T (57) =-Tva (15)

onde V é o volume e a € o coeficiente de expansédo térmico dado pela seguinte

equacao:

1 (GV) 16
*=v\or), (16)
Se integrarmos a equacdo 15 acima, mantendo a temperatura constante em um

curto intervalo de presséo AP, entdo teremos que:

AQ,p, = —TVaAP (17)
Ou seja,
AQT@U
%= T Tyap (18)

Nesta situacao, AQye, significa a variacao de calor entre a cela de amostra, contendo
a amostra de interesse em tampao, e a cela de referéncia, contendo apenas tampao,
apds uma mudanca repentina de pressao AP. Também assumimos que V e a sao
invariantes a pequenas mudancas de pressao, 0 que € uma boa aproximacgao para
todos os liquidos (6, 12). Usando a equacao 18 pode-se, entdo, determinar o valor
do coeficiente de expansao térmico em funcao da temperatura, e usa-lo como mais
um parametro para caracterizar, por exemplo, as alteragdes induzidas em modelos

de membrana quando da adicdo de moléculas.

1.2.5.1 Condigdes do experimento de PPC da interacdo de Pp 1,2-CCD com
modelos de membranas

Seguindo o experimento de DSC, as celas do calorimetro foram acopladas a
um tanque de Helio (pureza 99,999%). Variagcbes de pressao de 3,6 para 0 bar e de
0 para 3,6 bar foram aplicadas nas celas do calorimetro. Cada variagdo de pressao
comegou com o equilibrio do calorimetro em modo isotérmico (sensibilidade alta,
modo de baixo ruido) em uma temperatura previamente configurada e em mais alta

pressdo. O programa controlador de pressao iniciou a liberacao repentina de gas
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para a ambiente (0 bar). Neste procedimento, a temperatura da cela foi mantida
constante pela compensacao da diferenca de calor causada pela variagdo de
pressao e a poténcia térmica de compensacao relacionada a expansao da amostra
foi registrada em fungdo do tempo. Apds a poténcia de compensacao retornar a
linha de base, o software controlador de pressao conectou as celas do calorimetro
com o tanque de Helio, fazendo com que a pressao voltasse a ser 3,6 bar. A
poténcia térmica de compensacdo relacionada a compressao da amostra foi
registrada em funcao do tempo. Apds este procedimento, o calorimetro se equilibrou
em outra temperatura desejada para dar seqiéncia ao experimento. O numero de
temperaturas de equilibrio foi determinado de modo a cobrir toda a transi¢éo de fase
do lipidio com o maior numero de pontos possivel. Todos os pontos foram
totalmente reprodutiveis e nenhum efeito de histerese foi observado. Ao final do
experimento, os calores integrados foram analisados por programa desenvolvido
pelo fabricante do calorimetro. Trés experimentos de controle foram realizados: no
primeiro experimento, ambas as celas de amostra e de referéncia foram preenchidas
com agua; no segundo experimento a cela de amostra foi preenchida com tampéo
enquanto a cela de referéncia foi deixada com agua; no terceiro experimento, ambas
as celas de amostra e de referéncia foram preenchidas com tampéao. Os resultados
obtidos destes trés experimentos de controle foram ajustados por funcdes
polinomiais de segunda ordem e levados em consideragdo na determinagdo do
coeficiente de expansao térmica a(T) dos lipidios estudados.

1.2.6 Experimento por RPE do ion Fe®*

A aquisicdo dos espectros do ion Fe® em banda X (9.5 GHz) foi feita em um
espectrémetro Bruker ELEXSYS E580 (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany) na
temperatura de Helio liquido (4 K). O controle da temperatura foi feito com um
sistema criogénico Oxford ITC503. As amostras de RPE contendo 25 uM de enzima
em tampao 20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 8.0 foram previamente congelados por
imersdo em nitrogénio liquido antes de serem inseridas na cavidade do
espectrébmetro. A frequéncia de microonda foi medida por um frequencimetro
HP5350B. Todos os espectros de RPE foram corrigidos subtraindo-se o sinal de
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proveniente de uma amostra contendo apenas o tampédo. Outras condigdes de
aquisicao foram: poténcia de microonda, 10 mW; amplitude de modulacdo, 1 G;
freqiéncia de modulacao, 100 kHz.

1.2.7 Preparo de micelas para experimentos de RPE

Solugdes concentradas de brometo de hexadeciltrimetilaménia (CTABr) e
dodecilsulfato de sédio (SDS) foram preparadas em tampao Tris-HCI (20 mM Tris,
50 mM NaCl, pH 8,0). A concentragcao micelar critica (cmc) de cada um dos
surfactantes acima dissolvidos em tampao foi determinada por calorimetria de
titulacdo isotérmica de acordo com o descrito nas referéncias (66, 67). Para isso, foi
utilizado um calorimetro VP-ITC fabricado por MicroCal Inc. (Northampton, MA). Os
valores da cmc destes surfactantes dissolvidos em tampao (20 mM Tris, 50 mM
NaCl, pH 8,0) foram determinados como 2,4 mM e 0,12 mM para SDS (Figura 18) e
CTABr (Figura 19), respectivamente.
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Figura 18 — Estimava da concentragéo micelar critica do surfactante SDS por ITC a 25 °C. (A) Dados
nao tratados da poténcia térmica em fungdo do tempo durante multiplas injecoes.
Aliquotas de 10 pL de uma solucdo de SDS (50 mM) foram injetadas dentro da cela de
amostra contendo tampéao (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0). (B) Calor observado de
cada injecdo em fungdo da concentracdo de SDS dentro da cela de amostra do
calorimetro. (C) Primeira derivada da isoterma obtida no grafico B. O minimo neste
grafico é tomado como sendo o valor da CMC para SDS nas condigbes acima citadas.
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Figura 19 - Estimava da concentracdo micelar critica do surfactante CTABr por ITC a 25 °C. (A)
Dados néo tratados da poténcia térmica em fungéo do tempo durante multiplas injecoes.
Aliquotas de 10 pL de uma solugdo de CTABr (2 mM) foram injetadas dentro da cela de
amostra contendo tampéo (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0). (B) Calor observado de
cada injecdo em fungdo da concentracdo de CTABr dentro da cela de amostra do
calorimetro. (C) Primeira derivada da isoterma obtida no grafico B. O minimo neste
grafico é tomado como sendo o valor da CMC para CTABr nas condi¢des acima citadas.

Uma vez determinados os valores de cmc nas condicdes a serem utilizadas
nos experimentos subseqlentes, as solucbes de surfactantes foram preparadas
sempre em concentragcées acima da cmc, ficando as concentragdes finais em 5 mM
e 1 mM de SDS e CTABr, respectivamente. Também adicionamos as micelas, em
preparacoes distintas, os seguintes marcadores de spin: 4-(N,N-dimetil-N-hexadecil)
amdnio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil iodido (CAT-16), 5-doxil 4cido estearico (5-
SASL), 12-doxil &cido estearico (12-SASL) e 16- doxil acido estearico (16-SASL). Os
surfactantes foram adquiridos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USA) e os

marcadores de spin foram adquiridos da empresa Avanti Polar Lipids, Inc.
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(Alabaster, AL, USA) e usados sem outras etapas de purificacdo que ndo aquelas
realizadas pelos fabricantes.

As micelas contendo marcador de spin foram preparadas seguindo o
protocolo: quantidades desejadas (previamente calculadas) provenientes de
solugdes estoque de surfactantes e marcadores de spin dissolvidos em agua e
cloroférmio, respectivamente, foram misturadas em tubo de vidro. A massa total de
surfactante em cada preparacao foi de 0,5 mg. A concentracdo de marcador de
spin foi mantida em 0,5 mol% dos surfactantes presentes na amostra. Uma
vez misturados surfactantes e marcadores de spin, a solucéo final foi evaporada
em fluxo de gas nitrogénio até que se formasse um filme fino nas paredes do
tubo de vidro. A fim de se garantir a completa eliminacdo de residuos de
cloroférmio das amostras, estas foram submetidas a centrifugacao sob vacuo
(Savant Speedvac plus-Thermo Quest) por 2 horas. A seguir, as amostras
foram hidratadas em volume adequado de tampao Tris-HCI (20 mM Tris, 50 mM
NaCl, pH 8,0). O filme formado na parede dos tubos de vidros foi, entdo, raspado e
a solucdo mantida sob agitacdo em vortex de modo a obtermos uma mistura
mais homogénea. Em seguida, foi adicionado as amostras um volume especifico
da solucdo de proteina Pp 1,2-CCD de modo a conseguirmos uma razao
proteina/micela igual a 40. As amostras assim preparadas foram armazenadas em
geladeira a temperatura de 10°C por um periodo de, no minimo, 2 horas para
incubacao.

1.2.8 Preparo de Lipossomos para experimentos de RPE, DSC e PPC

O procedimento aqui descrito € geral e vale para todas as amostras a serem
usadas nos experimentos de RPE, DSC e PPC, com a excecao de que nao foram
acrescentados marcadores de spin nas amostras preparadas para 0s experimentos
de DSC e PPC. Solucbes estoque de lipidios e marcadores de spin em cloroférmio
sdo misturadas em tubo de vidro. A massa total de lipidios em cada preparagéo foi
de 0,5 mg para as medidas de RPE e 1 mg para as medidas de DSC. A
concentragao de marcador de spin € mantida em 0,5 mol% dos lipidios presentes na

amostra. Uma vez misturados lipidios e marcadores de spin, a solucdo final foi
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evaporada em fluxo de gas nitrogénio, com os lipidios secos formando um filme fino
nas paredes do tubo de vidro. A fim de se garantir a completa eliminacdo de
residuos de cloroférmio das amostras, estas foram submetidas a centrifugacéo sob
vacuo (Savant Speedvac plus-Thermo Quest) por 2 horas. A seguir, as amostras
foram hidratadas em volume adequado de tampao Tris-HCI (20 mM Tris, 50 mM
NaCl, pH 8,0). Os lipidios foram entdo raspados das paredes dos tubos com bastédo
de vidro, agitados em vértex e a solucao foi sonicada em um sonicador a banho por
15 minutos. A enzima Pp 1,2-CCD foi acrescentada as amostras de modo a
obtermos uma razao molar lipidio/proteina igual a 40.

1.2.9 Experimento de RPE com micelas e lipossomos

Os experimentos de RPE foram realizados em banda X a 25 °C em um
espectrébmetro Varian E109. As amostras num volume final de 100 uL de solucéo
contendo a mistura de vesiculas de surfactante (ou fosfolipidios), marcador de spin e
proteina foram postas em uma cela chata de quartzo (prépria para se medir liquidos)
e, em seguida, na cavidade ressonante do espectrobmetro. As condicbes de
aquisicao de dados foram as seguintes: amplitude de modulagdo, 1.0 Gauss;
freqiéncia de modulacao, 100 kHz; poténcia da microonda, 20 mW; varredura do
campo magnético, 100 Gauss.

1.2.10 Experimentos de monocamadas de Langmuir

Medidas de pressdao superficial foram realizadas em um aparelho KSV
Langmuir mini-trough montado numa sala limpa de classe 10.000. As monocamadas
de Langmuir foram preparadas espalhando-se 25 uL de uma solugdo estoque do
fosfolipidio DPPC em cloroférmio de concentracdo 1 mM, na superficie de uma
solucdo tampao Tris-HCI (20 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8.4). Todas as solugdes
foram preparadas em &gua pura MilliQ-Plus®, Milipore, e as medidas foram
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realizadas a 298 + 0.5 K. A pressao de superficie (n) foi determinada usando-se o
método do prato de Wilhelmy. A velocidade de compressao foi mantida constante a
10 mm min™.

Apos espalhar o solvente, dez minutos de descanso foram permitidos para
evaporacao do solvente. A solucao de proteina, no mesmo tampao citado acima, foi
injetada na subfase abaixo da monocamada lipidica e sua adsor¢ao no filme de
lipidios foi monitorada em funcao do tempo.

1.2.11 Elasticidade dilatacional superficial

A elasticidade dindmica para a monocamada de DPPC formada sobre tampéao
e sobre uma solucdo de Pp 1,2-CCD foi determinada para diferentes
empacotamentos lipidicos. Este parametro foi medido pelo método de andlise da
assimetria da forma da gota (OCA-20, Dataphysics Instruments GmbH, Germany),
com acessorio para oscilacao da gota ODG-20, como descrito na literatura (68, 69).
Nestas medidas, uma aliquota da uma solugdo de DPPC em cloroférmio de
concentracdo em torno de 10 mol L™ foi gentilmente tocada sobre a superficie de
uma gota de tamanho reduzido, formada a partir de solucdo tampao na auséncia e
presenca de Pp 1,2-CCD. A gota foi, entdo, expandida até atingir uma éarea
predeterminada, criando assim a pressao superficial desejada. Os dados de
elasticidade superficial dindmica foram obtidos apds a tensao superficial alcangcar um
valor constante usando-se um oscilagdo perioédica da gota, cuja amplitude foi de 0,1
mm (relativa a variagdo da AA/A = 5.5%) e freqiéncia de 1 Hz. O efeito de
viscosidade, relacionado a parte imaginaria do modulo da elasticidade, foi estimado
a partir do angulo de fase.
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1.3 Resultados e discussao

1.3.1 Interacdo da Pp 1,2-CCD com seus ligantes naturais

O ensaio enzimatico de Pp 1,2-CCD na catélise de oxigenacao do catecol foi
feito por calorimetria por titulacao isotérmica (ITC). Primeiramente, determinamos a
entalpia da reacao catalisada por Pp 1,2-CCD para conversao de catecol a acido cis-
cis-mucoénico (Figura 20) segundo descrito anterioemente. O valor da entalpia foi
calculado em AHa=-101.5 kcal/mol.
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Figura 20 — Determinacéo do valor da entalpia aparente (AH,,) da catélise do catecol em acido cis-
cis-muconico realizada a 25 °C

Apés a determinacao da entalpia da reagédo, passamos par o experimento de

cinética propriamente dito em que aliquotas do substrato foram tituladas, em uma
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série de injecbes, a cela do calorimetro contendo solu¢do da enzima Pp 1,2-CCD
seguindo o protocolo apresentado na respectiva secdo de Materiais e Métodos. A
poténcia térmica medida a 25°C da catalise do catecol (Figura 21) foi medida e
transformada em velocidade da reacao usando-se para isso a equacao 6. Os dados
assim obtidos em funcdo da concentracdo de substrato [S] estdo mostrados na
Figura 22, onde se vé claramente que a atividade catalitica diminui quando a
concentragdo do substrato atinge niveis em torno de 25 puM. Este comportamento
sugere um mecanismo de inibicdo ocorrendo quando o catecol (substrato em
questao) é convertido para acido cis-cis-mucénico. Os dados mostrados na Figura
22 indicam que a conversdo do catecol em produto ndo pode, portanto, ser
modelada por uma cinética de Michaelis-Menten (equagédo 3 e linha vermelha na
Figura 22), ja que o valor maximo da velocidade inicial da reacdo nao alcanga um

patamar de saturacao apo6s determinada concentracao de substrato.
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Figura 21 — Experimento de cinética enzimatica por calorimetria a 25°C. A figura acima mostra que a
atividade catalitica (refletida pela poténcia térmica) atinge um maximo por volta de 600
segundos seguido de um decréscimo a partir daquele ponto em diante.
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Figura 22 — Curva cinética da catélise do catecol em &cido cis-cis-mucénico realizada a 25 °C. A
velocidade de reagao foi calculada através da equagéo 6 usando-se os dados da Figura
21. Podemos ver claramente na figura acima que a atividade catalitica de Pp 1,2-CCD
sofre um decréscimo quando a concentracdo de substrato dentro da cela atinge cerca
de 25 uM. A figura acima mostra ainda o ajuste dos pontos utilizando a equagéao 3 de
Michaelis-Menten (—) e também o ajuste dos pontos utilizando a equagédo 19 (—),
onde levamos em consideragdo um termo de inibigdo.

Para verificar se a inibicdo ocorre desde o comeco da reacdo enzimatica, um
outro experimento foi feito onde a concentracdo de substrato dentro da cela do
calorimetro foi menor do que 25 uM (Figura 23). A velocidade da reacao enzimatica
como fungdo da concentracdo de substrato juntamente com o ajuste teérico dos
dados experimentais assumindo uma cinética de Michaelis-Menten (Equacéao 3) séo
apresentados na Figura 24. Os parametros obtidos deste ajuste foram: ket = 0.084 s
e Ky = 4.3 uM. Este Ultimo parametro esta em boa concordancia com o valor de Ky
determinado por Broderick e O’Halloran (46), em trabalho onde os autores

descreveram que ndo havia nenhuma inibicdo da Pp 1,2-CCD por substrato ou
produto ocorrendo.
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Figura 23 — Experimento de cinética enzimatica por calorimetria a 25°C. O experimento acima foi
otimizado de modo que a duracdo do experimento fosse cerca de 600 segundos.
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Figura 24 — Curva cinética da catélise do catecol em &cido cis-cis-mucénico realizado a 25 °C. Neste
segundo experimento, a concentragao de substrato dentro da cela foi menor que 25 uM,

ou seja, a concentracdo limite onde o decréscimo da atividade catalitica tornou-se
aparente.

Devido ao pobre ajuste dos dados cinéticos mostrados na Figura 24,

acreditamos que a inibicdo ocorra desde baixas concentracées de substrato na cela
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do calorimetro, tornando-se aparente quando os niveis de substrato atingem cerca
de 25 uM. Esta hip6tese é melhor evidenciada quando fazemos um grafico de duplo
reciprocos (Figura 25) referente a catalise enzimatica mostrada a cima. Neste
grafico, podemos ver claramente que os dados provenientes da cinética enzimatica
anterior sdao ajustados por uma curva parabdlica (y = 72893,53049 + 71,51379 x +
0,43516 x?), indicando que a inibicdo por substrato deva ocorrer desde o comeco da

reacdo, assim desviando o comportamento observado da tradicional cinética de
Michaelis-Menten.
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Figura 25 — Grafico de duplos reciprocos mostrando o inverso da velocidade de reagdo em funcdo do

inverso da concentracdo de substrato. Os pontos referem-se aos dados cinéticos da

Figura 24. O ajuste dos pontos por uma parabola (y= 72893,53049 + 71,51379 x +

0,43516 x2) € um indicativo forte de que a inibicao esteja ocorrendo desde o comego da
reacao enzimatica.

Se a cinética enzimatica ndo é bem descrita por um mecanismo simples de
Michaelis-Menten, um esquema alternativo pode ser usado, onde um termo adicional
€ incluido na equacao de Michaelis-Menten, de maneira a levar em consideragao a
inibicao observada nos dados experimentais (46). Ou seja,

)
keat [E]- [S]
5P a9

KM+[S]+TL-
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onde K; é a constante de inibicdo. O termo quadratico localizado no denominador da
equacao acima dita o comportamento da curva cinética quando os valores de [S] sé&o
maiores que 25 puM, momento em que velocidade da reagdo diminui ao invés de
atingir um nivel constante, como é usualmente observado em uma cinética de
Michaelis-Menten. Uma cinética modelada pela equacdo 19 indica que existe um
mecanismo de inibicdo por substrato. Este nada mais é do que um mecanismo de
inibicdo uncompetitiva em que o inibidor é o préprio substrato da enzima e pode,
portanto, ser descrito pela cinética:

E+58 =——— E& *E+ P

ESI

(adaptada da referéncia (55))
Essa inibicdo da Pp 1,2-CCD por catecol ainda ndo havia sido reportada, embora
inibicao por outros substratos halogenados ja tivesse sido observada (46). A inibicao
também por catecol traz uma informacéao interessante ja que mostra que os fatores
que determinam as diferencas em termos de especificidade por substratos da Pp
1,2-CCD devem ser finamente ajustados de forma a tornar a enzima mais eficiente
frente aos derivados de catecol do que ao proprio catecol. O ajuste dos dados com a
nova equacao fornece os seguintes valores dos parametros cinéticos: keat = (0,20 £
0,02) s': Ky = (22 + 3) uM; K; = (48,4 = 0,8) uM; and kea/Km = 9,1 x 10® M 57,
Nossos valores para Ky e K estdo em muito boa concordancia com aqueles
parametros determinados por Klecka e Gibson (70). Naquele estudo os autores
relataram um comportamento de inibicdo ndo competitivo para a enzima catecol 2,3-
dioxigenase de Pseudomonas putida quando esta havia sido incubada com os
substratos 3-clorocatecol e 4-clorocatecol.

A inibicdo por substrato de Pp1,2-CCD previne a formacao de produto e,
desta maneira, atrapalha qualquer analise com respeito ao papel do produto da
reacdo no processo catalitico. No entanto, podemos determinar se o produto da
reagdo estd inibindo a reagdo enzimatica por um experimento simples de
calorimetria. A rigor, o experimento € idéntico ao que foi realizado anteriormente

para determinarmos a entalpia de conversdo do catecol em 4cido cis-cis-mucénico
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(Figura 20) com a diferenga que naquele experimento preenchemos a seringa com
uma solucdo de 1 mM de catecol, de modo a obter uma baixa concentracdo de
substrato dentro da cela de amostra, e no presente experimento preenchemos a
seringa do calorimetro com uma solucdo de 50 mM de catecol. Deste modo,
realizamos um experimento de ITC onde um excesso de substrato foi injetado na
cela de amostra do calorimetro contendo enzima e a reacao foi monitorada até o seu
término (17). A Figura 26 mostra a taxa de variacdo do calor de reacdo enquanto o
substrato esta sendo catalisado. O fim desta reacao é caracterizado pelo retorno da
poténcia térmica instrumental para a linha de base inicial, o que indica que o
substrato injetado na cela de amostra do calorimetro foi totalmente convertido em
produto. Apds esta primeira etapa, para testar a inibicao por produto, a cela de
amostra é deixada em repouso por um certo intervalo de tempo e outra injecao de
substrato é realizada. Desta vez, moléculas de produto que foram geradas na
primeira injecdo de substrato ja estdo dentro da cela. Se ndo houver nenhuma
inibicdo por produto ocorrendo no sistema, o sinal medido deveria ser idéntico ao
sinal medido apds a primeira injecdo de substrato (2). A Figura 26 mostra
claramente que o sinal medido apds a segunda injecao de substrato é diferente do
primeiro pico. Integrando-se as areas sob o0s picos, obtivemos os seguintes valores
de entalpia AH,, = —115.91 kceal mol™ e AHap = —106.70 kcal mol™ para o primeiro e
segundo picos, respectivamente. Este resultado indica que menos moléculas de
substrato foram catalisadas apds a segunda injecdo. Este comportamento tornou-se
ainda mais dramatico ap6s uma terceira injecao de substrato na cela de amostra
mantendo as mesmas condi¢cdes das primeiras inje¢cdes. Neste caso, o valor da
entalpia foi calculado como AH,p= —35.10 kcal mol”. Como todas as condicdes foram
mantidas fixas ap6s cada injecao, somos levados a concluir que moléculas de
produto ligam-se a enzima, assim inibindo de alguma maneira a atividade de Pp1,2-
CCD.
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Figura 26 — Conversao completa de catecol em &acido cis-cis-mucénico. O painel superior mostra o
calor produzido por trés injegbes de 3 UL de uma solugédo de 50 mM de catecol dentro da
cela de amostra contendo 600 nM de enzima. O painel inferior mostra a area integrada
sob cada pico. Os valores encontrados sdo o calor total de conversao do catecol em
substrato, ou seja, AHg,.

Ap6s determinarmos que Pp 1,2-CCD ¢ inibida tanto por catecol quanto por
acido cis-cis-mucoénico durante a catalise, decidimos investigar o efeito da presenca
do acido cis-cis-mucénico sobre a estrutura e estabilidade da proteina. Para isso,
fizemos experimentos por calorimetria diferencial de varredura (DSC), onde foi
monitorada a curva de desenovelamento da Pp 1,2-CCD em uma funcao da razao
enzima/produto (Figura 27). Aqui vale lembrar que, nestes experimentos, o acido cis-
cis-mucdnico, obtido comercialmente, foi adicionado diretamente a solu¢cao contendo
a enzima e nao oriundo da conversdo de catecol. Na auséncia do &cido cis-cis-
muconico, Pp 1,2-CCD desenovela-se a 54,8 °C. Como pode ser observado, a
temperatura de transicdo (Tn) desloca-se para temperaturas menores quando o0s
niveis de acido cis-cis-muconico aumentam, mostrando que a estrutura protéica é de

alguma maneira desestabilizada apds a ligacdo. Assim, calorimetria diferencial por
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varredura mostra que a interagdo com o acido cis-cis-mucénico reduz T, de Pp 1,2-
CCD de uma maneira consistente com ligacdes fracas, ndao covalentes das
moléculas de &cido cis-cis-mucbnico na cadeia de aminoéacidos (71). Embora o
decréscimo de T, sugira uma interacao preferencial com o estado desenovelado da

proteina, ligacdo com a enzima em seu estado enovelado ndo pode ser descartada.
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Figura 27 — Desenovelamento da Pp 1,2-CCD na presencga de acido cis-cis-muconico. Vemos que a
temperatura de transicdo T,, do desenovelamento de Pp.1,2-CCD desloca-se para
temperaturas menores quando a razdo entre proteina/acido diminui. A figura mostra
ainda que 0quando a razao proteina/acido é igual a 10, a variacao de temperatura vale
ATn= 2,4°C.

Para uma caracterizacao mais detalhada do efeito do acido cis-cis-muconico
sobre o desenovelamento da Pp 1,2-CCD, podemos considerar um modelo simples
de equilibrio em que assumimos n sitios de ligacao idénticos e independentes para o
acido cis-cis-mucdnico na proteina desenovelada. Desta maneira, a variacdo da
temperatura de transicdo (ATn, = T — Tmo) deveria depender da concentracdo de
ligante como se segue (71):

ATy *AHpg = =1 R Kp " Ty * Trno - In(1 + K;, * [P]) (20)
onde [P] é a concentracdo de ligante, K, € a constante de ligacdo por sitio na

temperatura de transicdo, R é a constante universal dos gases perfeitos, AHy é a
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entalpia na temperatura de transicdo, Tmo, Na auséncia de ligante. Para baixas

concentracdes de ligante e para ligacoes fracas, a equacado acima pode, ainda, ser

aproximada para uma forma linear (4, 71):

—n-R Ky Tpo® - [P]
AH,,,

IR

AT,, (21)

Portanto, a partir do comportamento de AT,, em fungédo da concentragdo de ligantes
e tomando n=2, ja que Pp 1,2-CCD possui um sitio catalitico ndo heme de Fe** por

mondmero, podemos determinar Ky = 47.2x10° M (Figura 28).
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Figura 28 — Regressao linear para determinacao da constante de ligacao do acido cis-cis-muconico a
Pp 1,2-CCD (Equagéo 21). O comportamento linear mostra que as aproximagoes feitas
sdo validas.

Uma vez determinado que o &cido cis-cis-mucdnico age como inibidor
enzimatico, que altera a estabilidade estrutural da proteina, fez-se necessario
avaliarmos se o produto da reacdo ligava-se ao mesmo sitio de ligagdo que o
substrato catecol. Para tanto, realizamos experimentos de Ressonéancia
Paramagnética Eletrénica (RPE) a fim de monitorarmos possiveis mudangas no
espectro de RPE do centro metalico Fe®* nativo da enzima Pp 1,2-CCD apés a
ligacdo do produto. O centro de Fe®* est4 localizado exatamente no sitio ativo da
enzima, logo a ligagdo de moléculas, tais como catecol e/ou &cido cis-cis-mucdnico,
deve perturbar o ambiente do elétron desemparelhado do ferro, perturbacao esta
refletida como uma mudanca no sinal de RPE do fon Fe®. O sinal de RPE da
enzima Pp 1,2-CCD na temperatura de 4 K mostra uma Unica ressonancia em torno

de g = 4,3 (Figura 29). Este sinal é caracteristico de Fe**, estado de alto spin
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(S=5/2), em um ambiente de coordenacdo robmbico como observado anteriormente
em outras proteinas que possuem um sitio de ferro ndo heme em sua estrutura (28).
Considerando que nao existe nenhum alargamento de linha significativo no sinal de
RPE, a intensidade (ou a area sob o sinal de RPE integrado) da ressonancia € uma
medida da concentragdo de spins contida na amostra em questdo. Em tal espectro,
podemos observar que a intensidade do sinal de RPE diminui drasticamente apds
mistura do acido cis-cis-mucénico com Pp 1,2-CCD. Esse resultado sugere que tal
decréscimo na intensidade da linha pode estar relacionado com a reducao do ion
Fe® para Fe?* apés a ligacdo do &cido cis-cis-mucdnico. O fon Fe?** em seus
estados de spin tradicionais ou ndo é paramagnético (S=0) ou nado pode ser
detectado nas condicdes em que realizamos nosso experimento (S=2). Este
resultado € similar ao comportamento observado quando medimos Pp 1,2-CCD na
presenca do substrato catecol (28) e, claramente, demonstra que o acido cis-cis-

mucénico liga-se ao mesmo sitio que o substrato.
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Figura 29 — Espectro de RPE do ion Fe®* localizado no sitio ativo da Pp 1,2-CCD. Vemos que o sinal

de RPE diminui conforme aumentamos a concentracdo de &cido cis-cis-mucdnico na
amostra.
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Moléculas de produto geradas durante uma catalise enzimatica apresentam
frequentemente certo grau de similaridade com os substratos dos quais séo
derivados. Isso indicaria, entdo, no caso de inibicdo, que um mecanismo do tipo
inibicdo competitiva seria 0 mais provavel, com o produto ligando-se no mesmo sitio
onde a catélise ocorre (72, 73). Na cinética de Michaelis-Menten original, assume-se
que apenas o0 passo de ligacdo ao substrato estd em equilibrio e que a reacao
inversa, de transformacdo de produto em substrato, ndo ocorre. No entanto,
devemos levar em consideracdo que a molécula de produto pode, de fato,
permanecer ligada no sitio catalitico da proteina evitando assim a ligacao do
substrato, o que poderia levar a um efeito inibitério. Desta maneira, é esperado que
a catélise do substrato na presenca de um aumento progressivo da concentracao de
produto durante o curso de uma reacao seja melhor descrita por uma mecanismo
gue envolva uma inibigdo competitiva.

Nossos dados se encaixam bem dentro desse modelo de inibigdo competitiva
pelo produto da reacdo. Dos experimentos de ITC de injecdo unica (Figura 26),
podemos ver que a presenca das moléculas de produto afeta a taxa de calor gerado
durante a catdlise. Os termogramas de DSC mostram que o &cido cis-cis-mucénico
pode ligar-se a proteina com uma constante de ligacdo moderada e o espectro do
ion Fe®" obtido por RPE na presencga e na auséncia de produto identifica que o sitio
de ligagao do acido cis-cis-mucénico como sendo o sitio ativo da enzima. A inibicao
por produto parece estar intimamente envolvida em mecanismos que in vivo seriam
usados pela célula para controlar seu metabolismo (74-79). Podemos imaginar um
mecanismo regulatério onde a quantidade de produto formado em uma reacao
enzimatica é controlada pela concentracdao de substrato e produto formado, assim
mantendo as condi¢oes intracelulares longe de extremos bioldgicos (75, 78). Este
poderia ser um mecanismo usado pela bactéria P. putida para controlar os niveis de
produto e evitar a toxicidade associada com as altas concentracoes deste acido
dentro da célula (80).
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1.3.2 Interacdo de Pp.1,2-CCD com micelas, monocamadas e lipossomos

A descoberta de moléculas anfipaticas na estrutura de clorocatecol e catecol
dioxigenases junto a interface de ligacao dos monémeros (28-32) fez emergir uma
questdo ndo antes cogitada em relacdo a capacidade dessa familia de enzimas de
se ligar a membranas biologicas. Esta seria uma caracteristica nova e que poderia
influenciar de forma significativa estudos em que se busca compreender nao
somente 0 mecanismo basico de agdo da enzima, mas também seu potencial uso
em aplicacdes biotecnoldgicas.

Com o objetivo de continuar gerando informacbes que ajudassem a
compreender todas as variantes de atuagdo da enzima Pp 1,2-CCD, decidimos
investigar a hipétese de interagdo com membranas e os resultados obtidos sdo
apresentados e discutidos nesta parte de nosso trabalho. Resolvemos adotar uma
estratégia em que os miméticos de membrana bioldégica apresentassem uma
gradativa complexidade indo de micelas de surfactantes até lipossomos, passando
por monocamadas de fosfolipidio. O interesse em se adotar tal estratégia reside no
fato de que a interagdo com diversos miméticos, mesmo que estes muitas vezes nao
guardem todas as caracteristicas de uma membrana biol6égica propriamente dita, é
relevante porque ajuda a entender em um sistema simples, aspectos que poderiam
ser obscurecidos caso utilizassemos, logo de inicio, sistemas modelo mais
complexos. Além disso, quando se pensa em aplicacées que envolvam o uso da
enzima em, por exemplo, processos de detoxificacdo, os miméticos mais simples
podem desempenhar papel importante no que diz respeito ao estudo de fatores
como seu transporte, entrega, biodisponibilidade, dentre outros.

Sendo assim, as micelas dos surfactantes SDS (anidnico) e CTABr
(zwiteribnico) foram incorporados moléculas contendo sondas paramagnéticas
(marcadores de spin), o que nos permitiu utilizar a técnica de RPE para monitorar a
possivel interagdo da enzima Pp 1,2-CCD com as micelas. As sondas consistiam de
um derivado de acido estearico que continha um marcador de spin (radical nitréxido)
localizado em posicoes diferentes ao longo de sua cadeia carbénica (5-SASL, 12-
SASL e 16-SASL), além de uma sonda com o grupo reporter localizado na

extremidade da cadeia carbdnica (CAT-16). Os espectros obtidos de amostras
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contendo micelas marcadas de SDS ou CTABr na auséncia e na presenca de Pp
1,2-CCD sao mostrados na Figura 30 e Figura 31, respectivamente.

[CCDJ/[SDS] = 1/40 —— Micela SDS
— Micela + CCD

(A) Cat-16

(B) 5-SASL

(C) 12-SASL
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Figura 30 — Espectros de RPE dos marcadores: (A) CAT-16, (B) 5-SASL, (C) 12-SASL e (D) 16-SASL
incorporados em micelas de SDS na auséncia e presenca de 0,125 mM de Pp 1,2-CCD
em tampao Tris-HCI (20mM Tris, 50mM NaCl, pH 8,0). A concentragéo final de SDS foi 5
mM, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin.
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Figura 31 — Espectros de RPE dos marcadores: (A) CAT-16, (B) 5-SASL, (C) 12-SASL e (D) 16-SASL
incorporados em micelas de CTABr na auséncia e presenca de 0,025 mM de Pp. 1,2-
CCD em tampéo Tris-HCI (20mM Tris, 50mM NaCl, pH 8,0). A concentragédo final de
CTABr foi 1 mM, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin.

A primeira conclusao que pode ser tirada ao observarmos os espectros nas
Figuras 30 e 31 é que a resposta para a questdo colocada no inicio desta secao é
afirmativa, ou seja, Pp 1,2-CCD é capaz de se ligar a micelas de surfactantes, ja que
em todos os espectros de RPE houve mudancas na forma de linha quando a
proteina foi adicionada as micelas.

O espectro de RPE de um radical nitréxido é caracterizado pela presenca de
trés linhas de ressonancia associadas com as transicoes eletrbnicas entre os niveis
de energia hiperfinos, resultados da interagdo do momento magnético eletrdnico
com o momento magnético nuclear. A dinamica experimentada pela molécula

portadora do grupo NO é refletida nos espectros de RPE, ja4 que as interagbes
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magnéticas (Zeeman e hiperfina) passam a ser moduladas por tal dindmica. O
resultado final no espectro depende do jogo entre o grau de movimento da molécula
(que define os chamados regimes de movimento: rapido, intermediario, lento, rigido)
e a magnitude das interacbes magnéticas em questdo. Se a dinamica for muito
rapida (frequéncia muito maior do que a anisotropia das interacdes magnéticas em
unidades de energia), o espectro de RPE sera resultado da quase completa
promediacdo da anisotropia das interacbes magnéticas e contera trés linhas finas e
de intensidades muito parecidas (por exemplo, o espectro do marcador Cat-16 na
Figura 30). A medida que o movimento se torna mais lento, as trés linhas do
espectro de RPE vao se alterando (alargamentos e mudancgas de intensidade), o
que permite estabelecer uma clara correlacdo entre forma do espectro e regime de
movimento.

A andlise de espectros de RPE de marcadores de spin do tipo usado neste
trabalho é, normalmente, feita ou através de simulagdes espectrais utilizando-se um
pacote de programas desenvolvidos por Freed e colaboradores (81), ou pelo uso de
parametros empiricos medidos diretamente nos espectros (82, 83). Embora as
simulacbes espectrais fornecam uma descricdo quantitativa bastante util, sua
utilizacdo esbarra sempre no problema do tempo necessario para que se consigam
bons ajustes. Neste trabalho, decidimos adotar, portanto, a estratégia que envolve o
emprego dos parametros desdobramento hiperfino isotropico (ap), razao entre as
alturas das linhas de campo baixo e central (h.1/hg) e desdobramento hiperfino
MAaximo (amax) que estao definidos na Figura 32.
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Figura 32 — Anisotropia do espectro de RPE do marcador de spin sob varias condigbes: (A) limite
rigido — rotagdo em torno do eixo z somente, (B) aumento na amplitude de movimento
devido a inclinagdo e oscilagdo das cadeias lipidicas na bicamada, e (C) movimento
isotrépico rapido. Figura adaptada de (82).

Na Tabela 1 apresentamos os valores dos parametros medidos a partir dos
espectros de RPE de amostras contendo micelas de SDS e CTABr na auséncia € na
presenca de Pp 1,2-CCD. Podemos, ainda, utilizar os parametros na Tabela 1 como
sendo uma medida da polaridade do ambiente ao redor do marcador de spin,
associada a constante de desdobramento hiperfino isotrépico ap (84), € uma medida
da mobilidade da molécula contendo o marcador, associada a razao h./hy. Assim,
quanto maior a polaridade do meio e mais rapido o movimento do marcador, maior o

valor de ap e mais préximo de 1 estara a razédo h,1/ho, respectivamente.
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Tabela 1 — Parametros de mobilidade e polaridade do meio ambiente ao redor dos marcadores de
spin localizados na regido polar e ao longo da cadeia acil do acido estearico em micelas

de SDS e CTABtr.
B arametios Spin-Label micela SD3 micela CTABr
pura  micela+proteina pura micela+proteina
Cat-16 16,1 15,4 16.0 16,9
(A) ap (Gauss) 12-SASL 15,8 15,0 149 12,9
16-SASL 15,2 14,1 15.0 139
Cat-16 1,0 0,8 0,9 0.8
(B) hyy/ng 12-SASL .8 0,5 0,8 0,4
16-SASL 0,9 0,7 1,0 0,7

Primeiramente, devemos observar na Tabela 1 que os pardmetros nao
apresentam mudancas significativas quando comparamos seus valores entre os dois
sistemas micelares na auséncia da enzima. Tanto ap quanto h,i/hy sdo bastante
similares, o que indica que do ponto de vista dos espectros de RPE os dois modelos
sado similares, o que também pode ser visto se compararmos 0s espectros nas
Figuras 30 e 31. O marcador Cat-16 esta localizado na interface micela/solvente
(regido polar) e exibe valores elevados de ap em ambas as micelas de SDS e CTABr
indicando, como esperado, alta polaridade nesta regido. Estes valores estao
proximos daqueles encontrados para micelas de SDS com um marcador de spin
similar (85). Para os outros marcadores de spin, € observado um decréscimo da
polaridade no interior da micela, mas ainda com valores relativamente altos de a,.

A adicdo da enzima leva a alteragcdes em todos os espectros medidos. Na
regiao da interface micela-solvente, monitorada pelo marcador Cat-16, as alteragbes
sdo em sentidos opostos. Enquanto em SDS, a presenca da proteina leva a um
espectro correspondente a um marcador em regime de movimento mais lento e com
valor de ap diminuido (Figura 30 e Tabela 1), em CTABr, o espectro medido é tipico
de um regime mais rapido de movimento (linhas mais finas) e valor de ag
aumentado.

Indo para uma posi¢cdo proxima a interface, monitorada pelo marcador 5-
SASL, vemos que a presenca da Pp 1,2-CCD leva, desta feita, a mudancas
similares em SDS e CTABr. Em ambos os casos, o espectro apés adicao de Pp 1,2-

CCD ¢é tipico de um marcador experimentando dindmica mais lenta quando
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comparado com os espectros na auséncia da enzima, caracterizado por linhas mais
largas, com desdobramento da linha de campo baixo, 0 que impede a medida tanto
de ap quanto de h,{/hy (Figuras 30B e 31B). Mesmo assim, podemos inferir que a
presenca da proteina restringe o movimento do marcador nessa regiao, fazendo
com que este apresente, portanto, 0 espectro correspondentemente mais lento.

No caso dos marcadores localizados mais internamente as micelas (12-SASL
e 16-SASL), o efeito de se adicionar a Pp 1,2-CCD é expresso em mudancgas
semelhantes nos espectros. Nos dois casos, a presenca da Pp 1,2-CCD leva o acido
estearico marcado a experimentar uma dindmica mais lenta (Figuras 30C-D e 31C-
D), provavelmente oriunda de uma maior restricdo de movimento induzida pela
estrutura protéica, evidenciada na diminui¢cdo dos valores de h,i/hy (Tabela 1) e na
maior largura das linhas espectrais. Um fato interessante € observado no caso do
marcador 12-SASL em micelas de SDS (Figura 30C), em cujo espectro podemos
perceber o aparecimento de uma segunda componente espectral ap6s inclusao da
Pp 1,2-CCD. Isto significa que ha duas populagdes distinguiveis, dentro da escala de
tempo caracteristica de RPE, de moléculas de marcador de spin, provavelmente
uma proxima a Pp 1,2-CCD e outra referente ao marcadores no bulk da micela, que
coexistem em dois ambientes estruturalmente distintos.

O efeito geral com relacdo a mobilidade do marcador de spin quando Pp 1,2-
CCD ¢ adicionada as micelas de SDS se mostra como um decréscimo deste
parametro em todas posicdes ocupadas pelo marcador de spin na micela, sendo
cerca de 20% da mobilidade em Cat-16, 38% da mobilidade em 12-SASL e 23% da
mobilidade em 16-SASL (Figura 33). Assim, a mobilidade do marcador de spin é
menor no interior da micela em torno do carbono 12 quando Pp 1,2-CCD liga-se a
micela. Quanto as micelas de CTABr, o efeito da proteina na mobilidade do
marcador de spin na regiao polar € pouco significativo, cerca de 10% da mobilidade,
sendo mais pronunciado do que nas micelas de SDS nas posicées 12-SASL e 16-
SASL, com um decréscimo na mobilidade de cerca de 50% e 25%, respectivamente
(Figura 34). Aqui cabe lembrar que a correlagdo entre alteragbes observadas e
posicdo estrutural dentro do sistema micelar ndo pode ser feita de maneira
extremamente rigorosa ja que as micelas tém seu interior inerentemente
desordenado e fluido. Logo, a associacdo entre mudanca em um parametro e

localizagdo deve sempre ser feita com cautela.
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Os dados de RPE obtidos a partir de amostras contendo micelas de

surfactantes sugerem, portanto, uma efetiva interacdo entre a proteina Pp 1,2-CCD
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Com o intuito de avancarmos na compreensdo em relacao a interacdo de
Pp1,2-CCD com modelos de membranas, também utilizamos monocamadas de
Langmuir e os resultados serdo apresentados e discutidos agora. Monocamadas de
Langmuir sdo excelentes sistemas para se estudar interacbes em um arranjo
bidimensional de moléculas anfifilicas, servindo de modelo para processos que
ocorram na superficie de membranas bioldgicas (86-88). Nestas situagdes, o uso de
monocamadas de Langmuir oferece vantagens ja que a densidade e composi¢ao da
interface podem ser variadas de forma bastante controlada e as interacées podem
ser estudadas através de medidas da tens&o superficial, por exemplo.

No experimento com monocamadas de Langmuir, uma quantidade conhecida
de material anfifilico dissolvida em solvente organico € espalhada na interface ar-
agua, sendo que essa substancia deve ser insolluvel e apresentar um coeficiente de
espalhamento favoravel a ocorréncia desse processo, ou seja, deve se orientar na
interface de forma a minimizar sua energia livre (27). As monocamadas sao
formadas na superficie de uma solugdo aquosa, contida em um compartimento
denominado cuba de Langmuir (Figura 35). Esta cuba é constituida por um material
inerte, geralmente Teflon, sendo dotada de barreiras méveis capazes de varrer as

moléculas presentes na interface.

A adsorcao dessa substancia anfifilica na interface provoca uma diminuigéo
na tensao superficial da agua (y,) até um novo valor de tensédo (y), medidos por
uma placa de Wilhelmy. Essa variacdo de tensao superficial (y, —y) € denominada
de pressao superficial, propriedade que fornecera informacdes a respeito da
adsorcado da monocamada formada.

Apbs evaporacdo do solvente, a monocamada pode ser comprimida ou
expandida pela movimentacdo das barreiras e o estado de compactagdo da
monocamada é acompanhado através da curva que relaciona a pressao superficial
com a area disponivel por molécula da substancia anfifilica, denominada isoterma de

pressao superficial (r — A), obtida a temperatura constante (Figura 35).

Além de avaliarmos a interacdo entre os materiais formadores da
monocamada, a técnica permite a investigacdo do efeito de diversas substancias
dissolvidas na subfase aquosa, que podem ou ndo apresentar atividade superficial

com os filmes monomoleculares. Dessa forma, solucbes de sais, polimeros,
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peptideos, proteinas, acidos nucléicos sao exemplos de substancias frequentemente
empregadas como subfases de filmes de Langmuir.

Barreira movel

sensor

Motor da
barreira

Figura 35 — Representagdo esquematica de uma cuba de Langmuir utilizada para as medidas da
isoterma de pressao superficial. Figura adaptada da referéncia (27).

lsotenma supericial para

E um filme fiquido na interace
E o é {{é {{ agua-ar
o
Lo
LS LE ©
P % LE 6\\ .
A, A, A, A

A (nm?fmolécula)

Figura 36 - Representacdo esquematica de uma isoterma de pressao superficial (n-A).

Sendo assim, utilizando a técnica de monocamadas de Langmuir compostas
por fosfolipidios DPPC e a enzima Pp 1,2-CCD injetada na subfase aquosa,
medimos a cinética de adsorcdo de Pp 1,2-CCD na interface ar-agua em duas
condicOes diferentes (Figura 37). Inicialmente, na Figura 37A, a enzima foi injetada

na subfase contendo solugcao tampéao e investigamos sua adsorcao na interface ar-
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agua na auséncia de lipidios. A pressao superficial, neste caso, comegou a
aumentar transcorridos 25 segundos apés a injecdo da enzima na subfase, intervalo
considerado pequeno como tempo de indugao para adsorcao da proteina. A pressao
superficial atingiu um valor constante de ~13 mN m™ em aproximadamente 8
minutos. Posteriormente, avaliamos a adsorcédo de Pp1,2-CCD na presenca de uma
monocamada lipidica. Inicialmente, espalhamos o lipideo sobre tampéo Tris-HCI
(20mM Tris, 50mM NaCl, pH 8,0) e, apds evaporacao do solvente, foi injetada na
subfase quantidade suficiente de proteina. Imediatamente apdés a injecao da
proteina, medidas de pressao superficial foram registradas em funcédo do tempo, de
modo a verificar a adsor¢do da proteina na presenga da monocamada lipidica com
baixo grau de empacotamento (115 A?). A cinética de adsor¢do de Pp1,2-CCD em
monocamada de DPPC resultou em um aumento brusco da pressao superficial nos
segundos iniciais, até que se atingisse um valor constante de i ~ 9 mN m™, apés
cerca de 6 minutos. O aumento no valor da pressao superficial da monocamada
lipidica, posterior a injecao da proteina na subfase, deve ser considerado como um
resultado do aumento do numero de moléculas adsorvidas ha monocamada lipidica.
Entretanto, verificamos que a adsorcdo ocorreu de maneiras distintas, conforme
ilustrado na Figura 37. A diferenca observada nos valores de pressao superficial de
equilibrio (mina) € esperada e pode ser atribuida a diferengas nos sitios de adsorcao
disponiveis para a proteina, visto que a presenga da monocamada, mesmo em baixo

empacotamento, pode afetar a area disponivel para adsorcéo da proteina.
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Figura 37 — Cinética de adsorgao de Pp1,2-CCD em monocamadas de DPPC (A) na interface sem
lipidios e (B) a diferentes niveis de empacotamento de lipidios.

A adsorcdo de proteinas na interface liquido-ar € um processo bastante
complexo e que vém sendo bastante estudado nos ultimos anos. Tripp e
colaboradores (89) apresentaram um estudo comparativo sobre a adsorcdo de
algumas proteinas globulares na interface liquido-ar. As proteinas estudadas
apresentavam diferencas em sua composicdo, estrutura secundaria, estabilidade
conformacional e distribuicdo superficial dos residuos de aminodacidos. Dentre os
parametros investigados, os autores verificaram, por exemplo, que a proteina
albumina de soro bovino (BSA) apresentou uma rapida adsor¢cdo na interface
liquido-ar, sem que tenha sido observado tempo de inducdo, mesmo a proteina
apresentando um valor de hidrofobicidade superficial efetiva menor dentre todas as

proteinas estudadas. Neste caso, os autores concluiram que a adsorcao ocorreu
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devido ao desenovelamento parcial da proteina, resultante da exposi¢do a interface
liquido-ar. Tronin e colaboradores (90) também verificaram a atividade superficial de
duas proteinas, a imunoglobulina G (IgG) e a peroxidase de raiz forte (HRP), e
compararam diretamente a atividade biolégica de cada uma dessas proteinas, em
termos de imunoensaios para IgG e atividade enzimatica para HRP. O trabalho
chegou a conclusdo de que a adsorcdo na interface liquido-ar destas proteinas
também levava a um desenovelamento parcial ou completo das proteinas
adsorvidas, visto que a reducdo na atividade relacionada a cada proteina foi
semelhante ao resultado de atividade biolégica obtido na presenca de agentes
denaturantes. Os autores concluem o trabalho questionando a natureza desta perda
de estrutura secundaria das proteinas, se apenas uma quantidade de moléculas
encontra-se desnaturada ou se uma regiao especifica de cada molécula de proteina
€ que apresentou perda de estrutura. Mais recentemente, Schmidt e colaboradores
(91), avaliaram a adsorcdo da mesma HRP na interface liquido-ar através da técnica
de PM-IRRAS (Polarization-Modulation Infrared Reflection Absorption Spectroscopy).
Os experimentos indicaram, através da posicao das bandas do espectro obtido, que
de fato, as moléculas adsorvidas na interface encontravam-se desnaturadas, fato

que corrobora com a hipétese inicialmente levantada.

A Figura 37B mostra as cinéticas de adsorcdo de Pp1,2-CCD em
monocamadas de DPPC a diferentes empacotamentos lipidicos. Através da figura,
podemos notar que o processo de adsorcao em funcao da estrutura do filme lipidico
parece ocorrer de duas maneiras distintas, de acordo com a densidade lipidica
inicial. Primeiramente, a adsorcdo da proteina diminuiu quando aumentamos o
empacotamento lipidico de 0 mN m™ para 10 mN m™. Neste caso, podemos concluir
que a presenca da monocamada lipidica em maior empacotamento diminui a
quantidade de enzima adsorvida, provavelmente por menor area disponivel para a
adsorcdo da cadeia polipeptidica, visto a competicio com maior quantidade de
moléculas lipidicas. Esta observagdo esta de acordo com dados reportados na
literatura para casos de interacdo de outras proteinas com filmes lipidicos como
fitase (92), urease (93) e creatina quinase mitocondrial (94). Nestes casos, com 0
aumento da pressao superficial inicial, a variacdo de m provocada pela presenca de

proteinas torna-se menor até que o sistema alcance a pressao de insercado maxima
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(ou pressdo de exclusdo), onde nenhuma alteracdo em m é observada, porque a

proteina ndo pode mais penetrar na monocamada.

No entanto, para os valores de m, de 20 e 30 mN m™, observamos uma
mudanga neste comportamento, pois notamos que com o aumento da pressao
inicial, a variacdo de w foi maior. Este comportamento ndo usual indica que a
proteina, ao contrario do que se esperava, parece manter sua capacidade de
penetrar na monocamada lipidica, mesmo com esta apresentando alto grau de
compactacao, fato que provavelmente ocorra devido a fortes interacdes hidrofébicas

entre a proteina e a cadeia alquilica do fosfolipideo.

Um estudo anterior de nosso grupo indicou a capacidade de Pp 1,2-CCD em
se ligar a moléculas anfifilicas (28), no qual foi possivel concluir que esta ligacao
ocorre em um canal hidrofébico da enzima, de modo que a regido polar da molécula
anfipatica aponta em diregdo ao solvente, enquanto a cadeia carbdnica € mantida
dentro do canal. Além disso, a atividade catalitica desta enzima foi verificada na
presenca de moléculas de acido graxo, resultando em um decréscimo significativo
de sua atividade catalitica (28), podendo este ser um indicativo de que a ligacao ao
fosfolipidio possa atuar como um processo de regulacdo da atividade catalitica da
enzima, desenvolvido pela célula. Correlacionando esta proposicao com os dados
obtidos, verificamos que, de fato, uma significativa quantidade de proteina encontra-
se adsorvida quando ha altas densidades lipidicas na monocamada, inclusive em &
correspondente ao empacotamento dos lipidios na biomembrana, proximo a 30 mN
m™ (95), revelando um carater hidrofébico de, pelo menos, uma regido da proteina,
facilitando a sua penetracdo. Além disso, a auséncia do substrato no meio pode ter
facilitado a adsorgdo da enzima na interface, visto que o excesso de substrato no
meio pode ser o0 mecanismo pelo qual a proteina desliga da membrana e torna-se

ativa.

Ainda interessados em melhor avaliar a adsorcao da proteina na interface, os
dados da cinética de adsorcdo de Pp1,2-CCD, nos diferentes graus de
empacotamento, foram tratados com a aproximacgao sugerida por Magett-Dana (96),
que aplicou uma equacao de primeira ordem para analisar o fenébmeno de adsorcao
de proteinas em interfaces liquidas (Figura 38):
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onde w; € a pressao superficial inicial, m; € a pressao superficial de equilibrio, m € a
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Figura 38 — Adsorcdo de Pp12-CCD em monocamadas de DPPC. Foi usada a aproximacdo de
Magett-Dana para analisar o processo de adsor¢do desta proteina a interface de
lipidios.

A Figura 38 ilustra o tratamento aplicado as curvas obtidas em = inicial de 0
mN m™. De acordo com a Figura 38 e a Tabela 2, duas constantes de velocidade
puderam ser identificadas para cada condicdo de empacotamento lipidico. Para ©
em 0 mN m™, o mecanismo de adsorcdo ocorre em duas etapas que envolvem,
inicialmente, um processo de penetracao da proteina que, pela auséncia de tempo
de inducdo, mostra que a difusdo da enzima é bastante rapida. Ja a constante de



110

velocidade ko, que apresenta valor menor, provavelmente estd associada a
processos de rearranjos conformacionais da proteina adsorvida a interface. Dados
da literatura indicaram diferentes valores para a constante de velocidade de
adsorcdo de outras proteinas, com pressao superficial inicial de 0 mN m™, da ordem
de 100 vezes menor que os valores obtidos para Pp 1,2-CCD, indicando mais uma
vez a forte adsorgdo da enzima na interface ar-agua. Por outro lado, os valores
foram bastante similares em ordem de magnitude, com aqueles obtidos para
adsorcéo de fitase (92).

Aumentando-se o empacotamento lipidico para 10 mN m™, duas observagdes
podem ser apontadas. A primeira delas € um decréscimo no valor de k¢, que pode
ser corroborado com um decréscimo na pressao =, indicando maior dificuldade de
penetracdo da enzima na interface. Além disso, a partir deste ponto, ko passa a ser
maior do que ki, para todas as densidades lipidicas. Esta observacdo pode ser um
indicativo de que, inicialmente, a enzima adsorva na interface lipidica através de sua
regiao hidrofébica conforme discutido. Entretanto, esta adsorcdo passa a ser
dificultada pelo elevado grau de compactacdo do filme superficial. Porém, a
presenca de uma quantidade de moléculas adsorvidas resulta em um gradiente de
concentracao entre a interface e o volume da solucédo, podendo este ser a forca
motriz para a subsequente adsorcao de outras moléculas de proteina.

Tabela 2 — Constantes de velocidade para adsorgao de Pp1,2-CCD em monocamadas de DPPC.

min (MN m™) ki (min™) ke(min™)
0 4,047 0,312
10 0,74 4,461
20 0,17 0,458
30 0,354 2,21
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A Figura 39 mostra a isoterma de pressao superficial-area por molécula
superficial (n-A) para monocamadas de DPPC e na presenca da enzima na subfase.
Para a monocamada de DPPC pura formada sobre tampao, uma leve modificagéo
no comportamento da isoterma é observada quando comparada ao obtido em agua,
pois 0 patamar correspondente a coexisténcia de fases liquido-expandido liquido-
condensado, no caso da subfase tampao, foi observado em torno de = igual a 9.0
mN m™. J& o colapso da monocamada ocorreu em aproximadamente 65 mN m™,
sendo a area minima por volta de 53 A2. A adicdo de Pp1,2-CCD na subfase alterou
fortemente o comportamento da curva n-A, mesmo a elevados valores de pressao
superficial, fato j4 sugerido através das curvas de cinética de adsorcdo, onde
pudemos evidenciar a grande penetracdo da proteina. Através da compressado da
monocamada, podemos concluir que, ndo apenas a proteina se incorpora na
monocamada, como também permanece na interface, mesmo apds compressao do
filme. Além disso, a presenca da proteina afeta a fluidez do filme lipidico, pois a area
disponivel por molécula passou a ser duas vezes maior. Sendo assim, na presenca
da proteina, ocorre uma maior dificuldade no empacotamento das moléculas do
lipideo, tornando o filme muito menos denso. Outra evidéncia desta alteragdo de
fluidez do sistema mimético consiste da diminuicdo no valor de pressao de colapso
do filme, que na presenca da proteina passa a ser da ordem de 50 mN m™. A
alteracao de fluidez aqui detectada € compativel com as mudangas observadas em
nossos dados de RPE com o sistema mimético constituido por micelas de
surfactantes, indicando que este possa ser, portanto, um efeito geral da presenca da

enzima sobre modelos de membrana.
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Figura 39 — Isoterma n-A de monocamada de DPPC em solucdo tampéo e na presenga de Pp 1,2-
CCD.

Diante da evidenciada alteracado na fluidez do filme lipidico, verificamos as
propriedades reoldgicas da interface, de modo a melhor estimar o efeito da proteina
adsorvida ao filme, através da técnica de elasticidade dilatacional superficial (E). Os
valores de E para monocamada de DPPC pura aumentam com a presséo superficial
inicial (Tabela 3), visto que seu alto estado de empacotamento mantém mais fortes
as interacdes entre as moléculas do filme, o que torna esse filme rigido mais dificil
de ser desestruturado. Ja para a monocamada mista (lipidio + proteina), verificamos
uma reducdo em E bastante significativa, principalmente no sistema formado a partir
de 10 mN m™. A partir deste valor de m, notamos que a incorporagdo da proteina
diminui o moédulo de elasticidade da interface, devido a presenca de um material
flexivel que afeta a rigidez da monocamada estruturada.
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Tabela 3 - Valores de elasticidade dilatacional superficial (E) de monocamada de DPPC na presenca
e auséncia de Pp1,2-CCD em funcéo da pressao superficial

n(Mnm™) | |E|Pure DPPC(mNm™) | |E|DPPC + CCD (mN m™)
0 - 11.56
10 80.53 58.23
20 109.14 162.28
30 304.6 417.04

Entretanto, para empacotamentos lipidicos mais altos, a presenca de Pp1,2-
CCD aumenta o valor de E, comparado com a monocamada de DPPC puro. Neste
caso, a presenca da proteina, mesmo sendo um material com elevada liberdade
conformacional, o que contribuiria para uma perda da estrutura de equilibrio do
sistema misto, torna este filme mais rigido. Este comportamento foi previamente
observado para outras enzimas, onde este valor mais alto de E foi correlacionado
com a formagédo de uma camada muito estruturada, pela possibilidade da proteina
estar adsorvendo justamente em pontos do filme lipidico que apresentavam certa
fluidez.

Uma vez tendo demonstrado que Pp 1,2-CCD é capaz de provocar alteragdes
em micelas de surfactantes e de investigar os efeitos de superficie decorrentes de
sua adsorcdo em monocamadas lipidicas, passamos ao estudo da interacdo da
enzima com vesiculas (bicamadas) lipossomicas. Para tanto, nos valemos das
técnicas calorimétricas de DSC e PPC e também da espectroscopia por RPE, assim
tentando obter uma descricdo que aliasse aspectos globais, oriundos da
calorimetria, com aspectos locais, obtidos das perturbacbes provocadas pela
proteina no entorno de sondas magnéticas inseridas nos lipossomos.

Mais especificamente, utilizamos DSC e PPC para monitorar a transicao de
fase lipidica na auséncia e na presenca da proteina. Como Pp 1,2-CCD sofre
transicdo de fase (enovelada para desenovelada) por volta de 54 °C (Figura 40),
tivemos o cuidado de escolher fosfolipidios que sofressem transicao de fase longe
dessa temperatura. Desta maneira, foi escolhido o fosfolipidio DMPC, cujas
vesiculas multilamelares exibem dois eventos endotérmicos quando sdao aquecidas.

Na temperatura de cerca de 13 °C € observada uma transicdo de fase menos
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energética e menos cooperativa, denominada de pré-transicdo, surgida da
conversdo da fase gel lamelar Lg para a fase gel ripple Pg (Figura 41). Uma segunda
transicdo, mais energética e apresentando uma maior cooperatividade
intermolecular entre os fosfolipidios das vesiculas de DMPC, denominada de
transicdo principal, surge da conversdo da fase Pg para fase lamelar liquido-
cristalino Ly (Figura 41) e é exibida na temperatura de cerca de 23 °C.
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Figura 40 — Transigéo de fase de Pp 1,2-CCD determinada por DSC. A velocidade de aguecimento foi
configurada em 60°C/h e a quantidade de proteina dentro da cela de amostra foi de 25
mM.

Temperatura

Figura 41 — Transi¢des de fase de vesiculas lipidicas de DMPC. O evento 1 refere-se a chamada pré-
transicdo surgida da conversdo da fase gel tilted (Lg) para a fase gel ripple (Pg) e o
evento 2, denominado de transigdo principal, surge da conversédo da fase Pg para a fase
liquido-cristalino (Ly). Figura adaptada da referéncia (97).
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Na Figura 42 é mostrado o resultado do experimento de DSC em que
acompanhamos o comportamento termotrépico de vesiculas de DMPC. Como dito
acima, este fosfolipidio sofre duas transicées de fase (em torno de 13 °C e 23 °C).
Obviamente tais temperaturas de transicdo dependem de parametros como pH,
forca iGnica e hidratacdo, mas as temperaturas de transicdo aqui obtidas, onde o
DMPC foi ressuspendido em tampéao Tris-HCI (20mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0), tém
boa concordancia com os dados disponiveis na literatura (98, 99).
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Figura 42 — Transigdo de fase de vesiculas multilamelares de DMPC na auséncia (—) e na

presenca (—) de Pp 1,2-CCD determinada por DSC. A velocidade de aquecimento foi
configurada para ser 60°C/h e a razdo molar lipidio/proteina usada foi de 31.

Vemos na figura acima que o efeito da presenca de Pp 1,2-CCD na transicéo
de fase da DMPC resume-se em uma diminuicdo da cooperatividade da transicao
principal evidenciada no alargamento da transicdo. O deslocamento da temperatura
de transicao de fase principal dos lipidios para valores menores foi insignificante. A
diminui¢cdo da cooperatividade da transigdo € um indicativo de forte interacéo entre a
proteina e as membranas constituidas por fosfolipidios de DMPC. Os valores
termodinamico obtidos da transicao lipidica do DMPC na auséncia e na presenca de

Pp 1,2-CCD estao apresentados na Erro! Auto-referéncia de indicador n3o vélida..
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Tabela 4 — Dados termodinamicos obtidos da transicao de fase das vesiculas de DMPC multilamelar
na auséncia e presenca de Pp1,2-CCD.

Amosira Pré-Transicao Transicao principal
T, (°C) | AHg(kcal/mol) | Tu(°C) | AH (kcal/mol) | AS ( cal/mol.°C)
DMPC ~12 ~ 0,800 23,5 6,5 276,7
DMPC + CCD - - 23,5 9,4 4011

Analisando os dados da Tabela 4 com relacdo a pré-transicado do DMPC em
sua forma multilamelar, vemos que a transicao lipidica com a proteina ausente
ocorreu por volta de 12 °C, absorvendo para isso uma energia da ordem de 800
calorias por mol de lipidio. A presenca da proteina neste caso foi capaz de silenciar
a pré-transicdo do DMPC. Voltando nossa atencédo agora para a transicao principal
vemos que a variacao de T, das vesiculas de DMPC na presenca e auséncia de
Pp1,2-CCD foram insignificantes. No entanto, a energia absorvida na transicao
lipidica foi maior cerca de 30% na presenca de Pp 1,2-CCD. Esta variacdo de
energia ocorreu acompanhada de um aumento significativo da entropia do sistema
durante a transicao lipidica (vide Tabela 4). Vemos ainda em ambas as transi¢coes
lipidicas um alargamento da curva de DSC devido a diminuigdo da cooperatividade
da transicao (7). Deste modo, a incorporacao de Pp 1,2-CCD foi capaz de induzir
mudancas significativas no perfil termotropico destes lipidios (Tabela 4).

Além disso, dos termogramas tradicionais de DSC, complementamos as medidas
calorimétricas com experimentos de PPC que mostram como variam os parametros
volumétricos das vesiculas multilamelares de DMPC durante a transicéo de fase. A
técnica de PPC é baseada em medidas do calor diferencial liberado ou absorvido em
resposta a pequenos pulsos de pressdo sobre a amostra dentro da cela do
calorimetro. Este calor esta diretamente relacionado com a diferenca da
expansividade térmica das moléculas de soluto comparado com o volume de
solvente deslocado por estas moléculas. A expansao térmica de qualquer substancia
ocorre do aumento das distancias intermoleculares médias em funcdo da
temperatura e isso decorre predominantemente da interagdo nao covalente entre os
ligantes, uma vez que ligacdes covalentes ndo sao excitadas a temperaturas

proximas a ambiente e neste caso, o0 volume intrinseco de qualquer molécula
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geralmente permanece constante. Deste modo, qualquer mudanca no volume
molecular aparente de uma vesicula devido a uma molécula sera causada por uma
mudanca da separacdo média entre lipidios e também em sua solvatacao (100).
Sendo assim, vemos na Figura 43, assim como no experimento de DSC
convencional, que a presenca de Pp 1,2-CCD faz com que o volume da vesicula
mude significativamente durante a transicdo lipidica. A variacdo do volume (AV/V)
associada com a transicao de fase lipidica é obtida diretamente integrando-se a area
sob as curvas obtidas do experimento de PPC. Sendo assim, a Figura 43 mostra
que a presenca de Pp1,2-CCD na razao lipidio/proteina igual a 31, aumentou seu
volume em cerca de 2%. No entanto, sem mudar variar Tr,,. Podemos ver ainda que
a presenga da proteina aumenta o coeficiente de dilatagdo térmica Aa(T) da
transicao lipidica em cerca de 2,6 x 10° °C™'. Sendo assim, este é mais um resultado

que indica a interagdo desta enzima com lipossomos.
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Figura 43 — Coeficiente de dilatagao térmica em fungdo da temperatura da transicdo de fase de
vesiculas multilamelares de DMPC na auséncia (eeee) € na presencga (eeee) de Pp 1,2-
CCD determinada por PPC. A razéo molar lipidio/proteina usada foi de 31.

PPC ¢é baseada em medidas do calor diferencial liberado ou absorvida em resposta

a pequenos pulsos de pressao sobre a amostra dentro da cela do calorimetro. Este
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calor esta diretamente relacionado com a diferenca da expansividade térmica das
moléculas de soluto comparado com o volume de solvente deslocado por estas
moléculas. A expansao térmica de qualquer substancia ocorre do aumento das
distancias medias intermoleculares em funcdo da temperatura e isso ocorre
predominantemente da interacdo ndo covalente entre os ligantes, uma vez que
ligacbGes covalentes ndo sdo excitadas a temperaturas préximas a ambiente e neste
caso, o volume intrinseco de qualquer molécula geralmente permanece constante.
Deste modo, qualquer mudanga no volume molecular aparente de uma vesicula
devido a uma molécula, sera causada por uma mudanca da separacao media entre
lipidios e também em sua solvatagdo (100). Sendo assim, vemos Figura 43, assim
como no experimento de DSC convencional, a presenca de Pp 1,2-CCD faz com
que o volume da vesicula mude significativamente durante a transicdo lipidica. A
variagdo do volume (AV/V) associado com a transicdo de fase lipidica é obtida
diretamente integrando-se a area sob as curvas obtidas do experimento de PPC.
Sendo assim, a Figura 43 mostra que a presenca de Pp1,2-CCD na razao
lipidio/proteina igual a 31, aumentou seu volume em cerca de 2%. No entanto, sem
mudar variar T,,. Podemos ver ainda que a presenca da proteina aumenta o
coeficiente de dilatacdo térmica Aa(T) da transicao lipidica em cerca de 2,6 x 107 °C’
!, Sendo assim, esta é mais um resultado que indica a interacdo desta enzima com

lipossomos.

Por fim, realizamos experimentos de RPE exploratérios utilizando lipossomos
de DPPC e DMPC com o derivado de fosfolipidio 5-PC como sonda magnética.
Monitoramos, assim, a regido proxima a cabeca polar dos fosfolipidios e para a qual
haviamos encontrado mudancas significativas nos resultados de RPE obtidos a
partir de micelas de surfactantes (SDS e CTABr) contendo o marcador 5-SASL
(Figuras 30 e 31). A preparacdo dos lipossomos de DMPC e DPPC seguiu o
protocolo previamente descrito com as amostras apresentando uma razao
lipidio/proteina igual a 40. Os espectros medidos, a 25 °C, para o marcador 5-PC em
vesiculas de DMPC e DPPC na auséncia e na presenca de Pp 1,2-CDD estéo
mostrados nas Figuras 45 e 46, respectivamente.
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Figura 44 — Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em vesiculas multilamelares de
DPPC na auséncia (——) e presenca (——) de Pp1,2-CCD. A razdo molar
lipidio/proteina foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin.
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Figura 45 — Espectro de RPE do marcador 5-PC (fosfatidil colina) em vesiculas multilamelares de
DMPC na auséncia (——) e presenca (—) de Pp1,2-CCD. A razdo molar
lipidio/proteina foi de 40, contendo 0,5 mol% de cada marcador de spin.
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O espectro do marcador 5-PC reflete, com suas linhas largas e de
intensidades bem distintas, o ambiente de pouca mobilidade (alta restricdo de
movimento) experimentado pela sonda nessa regidao bem estruturada da vesicula
(carbono n=5 da cadeia acil do fosfolipido). A adicdo de Pp 1,2-CCD levou a
mudancas pequenas tanto no caso de vesiculas de DPPC quanto de DMPC. O
efeito mais significativo observado estda em uma reducdo do parametro amax
(desdobramento hiperfino maximo — v. definicdo na Figura 32) e uma alteragdo na
forma de linha, principalmente da ressonancia em campo alto. Em ambos os casos,
as mudancas apontam para um aumento de mobilidade do marcador de spin 5-PC
apo6s adicdo de Pp 1,2-CCD. Apesar de apontarem no sentido contrario ao que
observamos para micelas de surfactantes, em que encontramos uma maior restricao
de movimento na presenca de proteina, os dados obtidos a partir de lipossomos
também sinalizam que a Pp 1,2-CCD pode alterar a estrutura dindmica do modelo
de membrana. Esses resultados de RPE em lipossomos de DMPC e DPPC, apesar
de incipientes, se somam aqueles dados ja obtidos e reforcam a hipbétese de
interacao entre a Pp 1,2-CCD e membranas bioldgicas.

Uma analise global mostra que os resultados obtidos pelas diversas técnicas
biofisicas usadas neste estudo sugerem fortemente que Pp1,2-CCD é capaz de
interagir com todos os modelos de membranas biolégicas empregados e que,
provavelmente, este comportamento é compartiihado com outras proteinas da
familia das dioxigenases. Além disso, os dados aqui apresentados vao ao encontro
do que havia sido proposto por nosso grupo e outros autores que esse deva ser 0

mecanismo pelo qual a atividade catalitica da enzima é regulada.



A Tirosina Quinase FGFR?
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Para tornarem-se ativas, proteinas quinases (PTKs) se autofosforilam
hidrolisando moléculas de ATP em ADP em uma reagédo sequencial e precisamente
ordenada (101). Uma vez ativas, interagem com proteinas adaptadoras que sao
consequentemente fosforiladas pelo intermédio de PTK. Assim que sao fosforiladas,
as proteinas adapdadoras tornam-se aptas a interagir com outras proteinas
importantes no processo de sinalizacao celular para formar os chamados complexos
de sinalizacao primarios (ESC) (36). Neste capitulo serdo apresentados e discutidos
os resultados obtidos do estudo de interacado entre as proteinas FGFR2 quinase e a
adaptadora p52Shc. Discutiremos a respeito do processo de sinalizacdo celular
destacando a importancia destas duas proteinas na formacao dos ESCs

2.1 Introducao

A capacidade que as células tém em responder a estimulos extracelulares é
fundamental para a manutengédo da vida. Uma célula bacteriana possui receptores
de membrana que monitoram o meio extracelular em relagdo ao pH, a presséo
osmdtica, a disponibilidade de alimentos, oxigénio, luz, a presenca de substancias
téxicas ou de competidores por alimento dentre outros. Estes sinais promovem uma
resposta especifica na célula que pode ser, por exemplo, a sua movimentagcao em
direcdo ao alimento ou a fuga devido a uma substancia téxica. Em animais, estes
sinais sdo chamados autocrinos (que agem na mesma célula que o produz),
paracrimos (que agem em uma célula vizinha), ou endécrinos (transportados pela
corrente sanglinea até uma célula alvo distante). Em todos os trés casos, o sinal é
detectado por um receptor especifico e convertido em uma resposta celular (33, 55,
57).

A fosforilacdo reversivel da cadeia lateral de aminoacidos é um principio de
regulacao da atividade de enzimas e sinalizacao de proteinas largamente utilizado
pelas células. Por meio desta funcdo, proteinas quinases exercem um papel
fundamental na regulacdo do metabolismo celular, expressdo génica, crescimento,
divisdo e diferenciagdo celular. O sinal regulatorio funciona como um comutador nas
vias de sinalizacdo e o éster fosfato formado em proteinas alvo pela acado de uma
proteina quinase causa profundas mudancas na atividade metabdlica da célula. A

acao altamente reguladora e harménica das quinases € 0 mecanismo usado pela
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célula para criar um sinal temporal e espacialmente restrito de modo a influenciar a
atividade celular em uma via altamente especifica (33).

Um mecanismo fundamentalmente diferente de transducdo de sinais é
realizado pelos receptores enzimaticos do tipo quinases (RTKs). Essas proteinas
possuem um dominio de ligacdo a um ligante na superficie extracelular da
membrana plasmatica e um sitio ativo de uma enzima no lado citosélico, com os dois
dominios conectados por um Unico segmento transmembrana. Mais comumente, o
receptor enzimatico € uma proteina que fosforila residuos de Tyr em proteinas-alvo
especificas (55). Um exemplo classico deste tipo de mecanismo sao os receptores

de insulina (Figura 46).
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Figura 46 — Regulagéo da expressado génica pela insulina. A via de sinalizagdo pela qual a insulina
regula a expressdo de genes especificos envolve uma cascata de proteinas quinases
cada uma ativando a seguinte. O receptor da insulina € uma Tirosina quinase especifica,
as outras quinases (todas mostradas em azul) fosforilam residuos de Ser e Thr. MEK é
uma quinase de dupla especificidade, que fosforila tanto um residuo de Thr quanto um
de Tyr em MAPK. MAPK ¢é as vezes chamada de ERK (“extracellular regulatated
quinase”). Figura adaptada da referéncia (55).

O processo acima comeca (etapa 1) quando insulina liga-se na cadeia a do

receptor. Esta por sua vez ativa os dominios de Tirosina quinase na cadeia . O
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receptor ativo primeiramente autofosforila seus dominios quinase, permitindo que
esta proteina fosforile outras proteinas alvo. Uma destas proteinas alvo (etapa 2) é a
IRS-1 (“insulin receptor substrate”). Assim que seus residuos de tirosina sao
fosforilados, IRS-1 torna-se o ponto de nucleagdo de um complexo de proteinas
(etapa 3) que transporta a mensagem do receptor de insulina aos alvos finais do
citosol e do nucleo, através de uma longa série de proteinas intermediarias.
Primeiramente, um residuo de tirosina fosforilado de IRS-1 liga-se ao dominio SH2
(SH2 é a abreviacao de “Src homology 2”) da proteina Grb2. Esta por sua vez faz o
recrutamento da poteina Sos (“Pro-rich domain of the GTP-GDP exchange factor”),
para o complexo em crescimento. Quando ligado a Grb2, Sos catalisa a substituicao
de GDP por GTP ligado em Ras, integrante de uma familia de proteinas de ligacao
de nucleotideos de guanosina; proteinas G) que faz a mediacdo de uma grande
quantidade de sinais. Quando GTP esta ligado a Ras, as proteinas Rafl, MEK e
MAPK (proteinas que mediam a transmissdo do sinal) (etapas 4 e 5) sdo ativadas
por meio de uma reacdo em cascata, na qual cada quinase ativa a seguinte pela
fosforilagdo de um residuo de serina. MAPK, entdo, se desloca para dentro do
nucleo onde fosforila proteinas como Elk1 (fator de transcri¢cdo), responsavel pela
modulacdo da transcricao de certos genes regulados por insulina (etapa 6). A via da
insulina & apenas um exemplo de um tema mais geral em que sinais hormonais,
semelhantes ao mostrado acima, levam a fosforilacdo de enzimas alvo por proteinas
quinases (55).

Estima-se que mais de mil quinases estejam codificadas no genoma de
mamiferos e entre este grande numero de proteinas as enzimas Serina/Treonina
(Ser/Thr) e Tirosina (Tyr) quinases sao as mais estudadas. Com base na natureza
dos aminoacidos aceitadores, podemos dividir as proteinas quinases em quatro
classes distintas (33):

e Ser/Thr quinase — proteinas que estereficam um residuo de fosfato com o
grupamento alcool dos residuos de Serina e Treonina.

e His quinase — proteinas que formam uma amida fosforilada com a posicao 1
ou 3 da Histidina. Os membros desta familia de enzimas também fosforilam
residuos de Lys e Arg.

e Asp/Glu quinase — proteinas que criam uma mistura de carboxilato fosfato

anidro.
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e Tyr quinase — proteinas que criam um éster fosfato com o grupo OH
fendlico do residuo de Tirosina.

Células de animais possuem dois tipos de proteinas quinases: aquelas que
adicionam fosfato ao grupo hidroxila de um residuo de Tyr e aquelas que adicionam
fosfato ao grupo hidroxila de um residuo de Ser ou Thr (ou ambas). As fosfatases,
que catalisam a reacdo de remocao dos grupos fosfato, podem agir
concomitantemente com quinases de modo a ativar ou desativar varias proteinas
dentro da célula (33, 55, 57, 102).

Embora as proteinas sinalizadoras intracelulares que se ligam a residuos de
pTyr (fosfotirosinas) em receptores ativados de Tirosinas quinases tenham uma
variedade de estruturas e funcodes, estas usualmente compartilham dois dominios
ndo cataliticos altamente conservados. Estes dominios sdo chamados de SH2 e
SH3 devido a homologia com as regides 2 e 3 da proteina Src (famosa por
desempenhar fungdao importante em processos de cancer). A proteina Src foi a
primeira Tirosina quinase a ser conhecida. Esta enzima foi descoberta em retrovirus
de aves que induz o sarcoma. Mais tarde, descobriu-se que esta proteina fazia parte
de um repertério de enzimas associadas com o crescimento e a diferenciacdo de
células de mamiferos (33, 55, 57, 102, 103).

O dominio SH2 (Figura 47) é formado por uma estrutura compacta de mais ou
menos 100 residuos, que se enovela em uma folha-f antiparalela composta pelas
fitas A, B, C, D e G. Esta folha-f central divide o dominio em dois sitios com
funcionalidades diferentes. Um dos sitios, flanqueado pela hélice-a A, liga-se a
fosfotirosina, enquanto que o outro lado, flanqueado pela hélice-a B e os “loops” EF
e BG, fornecem residuos que interagem com cadeias laterais de proteinas/peptideos

que sao C-terminal a fosfotirosina (104).
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Figura 47 — Diagrama esquematico da regido N-terminal do dominio SH2 de SH-PTP2 complexada
com um peptideo derivado da Tyr895 de IRS-1. Figura adaptada da referéncia (104).

Os dominios SH2 reconhecem residuos de pTyr e tornam as proteinas que os
contém capazes de ligar-se aos receptores ativos de Tirosinas quinase bem como a
outras proteinas sinalizadoras intracelulares que tiveram residuos de Tyr
transientemente fosforilados.

A funcao do dominio SH3 é menos clara, mas acredita-se que este se liga a
outras proteinas dentro da célula. Sugere-se que o dominio SH3 tenha esta funcao
de ligar proteinas devido a estudos com uma classe de pequenas proteinas
adaptadoras, que possuem somente os dominios SH2 e SH3. Estas pequenas
adaptadoras SH nao tém nenhuma funcédo catalitica intrinseca e servem para
acoplar proteinas que possuem pTyr, tais como a Tirosina quinase, a outras
proteinas que nao tem seus préprios dominios SH2 e SH3 (33, 55, 57, 103). Os
dominios SH3 sao pequenos moédulos contendo por volta de 60 aminoacidos que se
ligam a sequéncias contendo residuos de prolina arranjados em motivos
caracteristicos PxxP (x € qualquer residuo). Seu enovelamento € altamente
conservado e consiste em duas pequenas folhas-f antiparalelas empacotadas uma

contra a outra (Figura 48) (104).
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Figura 48 — Dominio SH3 do complexo protéico Grb2/Sem-5 complexado com peptideo de motivo
PxxP. Figura adaptada da referéncia (104).

No comeco da década passada, os dogmas levantados para explicar os
processos de sinalizacao intracelular devido a estudos de sistemas mediados por
Tirosina quinase foram baseados em simples processos lineares de sinais. Isso
exige que o restabelecimento das interacées biomoleculares do receptor seja
individual e altamente especifico para evitar “linhas cruzadas”. Muitas destas
interacdes, em vias de sinalizagdes distintas, envolvem dominios de proteinas que
sdo altamente parecidas (homoélogas) com respeito as estruturas primarias e
secundarias apesar de estarem dentro de um contexto muito diferente.

A transducéo de sinais de Tirosinas quinases receptoras (RTKs) segue uma
série de passos conservados referentes aquela classe de receptores. Moléculas que
transportam informagédo ligam-se aos receptores localizados em tais proteinas
fazendo com que estas sofram oligomerizacdo seguida da autofosforilacdo de
multiplos residuos de Tirosina. Os residuos autofosforilados servem como sitios de
ligacdo para proteinas que contém os dominios SH2 e PTB (“phosphotyrosine
binding domain”) (101, 105, 106).

Dentre as muitas RTKs conhecidas encontra-se a familia das FGFRs
(“fibroblast growth factor receptor”), constituida por varias isoformas de FGFRs
homélogas e que apresentam identidade sequencial de até 90% (101, 106). Estao
envolvidas em uma grande variedade de funcgdes celulares como apoptose,
proliferacdo, migracéo e diferenciagao (107).
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Neste trabalho, estaremos discutindo os resultados obtidos referentes a
proteina FGFR2 quinase. Sabe-se que a autofosforilagcdo de residuos de Tirosinas
localizados em seu sitio ativo € crucial para a manutengao de seu estado ativo (108),
enquanto a fosforilacdo de outros residuos do dominio citoplasmatico é essencial
para o recrutamento e ativacdo de diversas vias de sinalizagdo que regulam varios
processos tal qual crescimento e diferenciacdo celular, metabolismo e sobrevivéncia
celular (34). Sinalizagdo anormal devido a FGFs esta relacionada com multiplas
displasias humanas e diferentes tipos de cancer (34, 35). Deste modo, a
autofosforilacdo de FGFR2 quinase, bem como outras RTKs, regula a atividade
catalitica destas enzimas e a subsequente iniciacao dos eventos de sinalizacao.

A proteina Shc (“Src homology collagen-like”) € uma proteina adaptadora que
exerce papel crucial em formar complexos de sinalizacao primarios estimulados pela
fosforilacdo de seus residuos de tirosina realizada por proteinas Tirosina quinase
(109-111). A familia Shc compreende, em mamiferos, trés diferentes formas: ShcA,
ShcB, ShcC. A forma ShcA, comumente chamada apenas de Shc, pode, por sua
vez, existir em trés isoformas: p66Shc (66 kDa Shc), p52Shc (52 kDa Shc) e p46Shc
(46 kDa Shc). A estrutura de Shc contém um dominio PTB em sua regido N-terminal,
um dominio CH1 (“collagen homology 1”) na regido central da proteina com trés
sitios de fosforilacdo (Tyr) e um dominio SH2 na regido C-terminal (36). A
fosforilacdo de Shc promove a interacdo desta com o complexo Grb2/Sos e
consequente ativacao das vias de Ras e MAP quinase (112, 113). Shc geralmente é
considerada um adaptador passivo para a ativacdo de Ras (113). Esta proteina é
usualmente recrutada por receptores em Tirosina quinase por meio de seu dominio
PTB (“phosphotyrosine binding domain”) enquanto acredita-se que seu dominio SH2
ligue-se a outras proteinas sinalizadoras. No entanto, pouca informagdo esta
disponivel com respeito a interacdo de seu dominio SH2 (36, 114). Foi publicado
recentemente que, embora o dominio PTB de Shc possa ligar-se a receptores
ligados a membrana plasmatica, o dominio SH2 permanece inativo até que sejam
fosforilados trés residuos de tirosinas localizados no dominio CH (36). Isto sugere
um mecanismo de portdo no qual, ap6s ser fosforilada em seu dominio CH1, Shc
sofre uma mudanca conformacional que propicia uma configuracdo aberta do
dominio SH2 para se ligar a outras proteinas que participam do processo de
sinalizacao e, entao, formacgéao dos ESCs (36).
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Todas as informagdes acima mostram quao complexo € o processo de
sinalizacao celular mediado por RTKs e, desta maneira, quao fundamental é
caracterizar o mecanismo cinético de fosforilacdo dessas quinases, bem como sua
interagdo com proteinas como Shc. Assim, nesta parte de nosso trabalho estamos
focados na autofosforilacdo de FGFR2 quinase e na fosforilacdo da isoforma p52 da
proteina Shc humana (p52Shc) mediada por FGFR2 quinase, para o entendimento
das bases de sinalizacdo celular protagonizadas por estas duas proteinas. Para
isso, utilizamos a técnica de ITC (17) para acessar as cinéticas de fosforilagdo de

ambas as proteinas a fim de caracterizarmos este sistema.
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2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Expressao e purificagao de p52Shc

Colbénia da bactéria E. coli (Rosetta2) contendo o plasmideo pET28aShc,
codificador da enzima p52Shc, foi utilizada para inocular um volume de 10 mL de
meio de cultura LB (Luria-Bertani). As células foram, entdo, cultivadas durante 12
horas em incubadora a 37°C sob agitagdo de 200 rpm. Apds este periodo, esta
quantidade de células foram usadas para inocular 1 L de meio LB suplementado
com 50 pg/mL de kanamicina. As células foram mantidas sob agitacao de 200 rpm a
30°C até que a densidade éptica a 600 nanémetros (DOgponm) atingisse 0,6, quando,
entdo, a expressar Shc foi induzida pela adicdo de IPTG, cuja concentracéao final foi
de 0,75 mM. A cultura foi mantida sob agitagcdo de 200 rpm a 37°C, por 5 horas,
sendo colhidas por centrifugagao (4000xg , a 4°C) logo apds este periodo. O pellet
formado foi armazenado a -20°C. Células provenientes de dez litros de meio de
cultura foram utilizadas em cada purificacdo. As células foram descongeladas em
geladeira a 4 °C e ressuspendidas em 100 mL de tampao de lisagem contendo 50
mM Tris, 200 mM NaCl, 10%(v/v) de glicerol a 1 mM de inibidores de protease
AEBSF, E64 e benzamidina, pH 8. A lise das células foi feita por sonicagdo (15
ciclos de 10 segundos, com intervalo de 50 segundo para resfriar as celulas) e os
restos de células foram removidos por centrifugacdo durante 40 minutos a 20.000
rom, 4°C. A fracdo solluvel obtida da centrifugacdo foi aplicada em coluna
cromatografica contendo 20 mL da resina Talon equilibrada com tampao A (50 mM
Tris, 100 mM NaCl, 1 mM de B-mercaptoetanol e 1 mM dos inibidores de proteases
citados acima, pH 8). A resina foi entdo lavada com 200 mL do mesmo tampéo e,
em seguida, com mais 200 mL do tampao A contendo 10 mM de imidazol. A
proteina Shc foi eluida da coluna pela adicao de tampao A contendo 100 mM de
imidazol. A préxima etapa foi juntar as fragdes contendo Shc e aplica-las em coluna
de troca ibnica Q-Sepharose previamente equilibrada com tampao A. A coluna foi
lavada com um volume de tampao A correspondente a 10 volumes da coluna. A
eluicdo de Shc foi feita pela aplicagdo de um gradiente crescente de NaCl (de 0 a
290 mM), sob um fluxo de 2 mL/min. As fracdes contendo Shc foram novamente
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coletadas e, nesta nova etapa, concentradas até o volume de 5 mL. Apos este
procedimento, Shc foi aplicada em coluna de gel filtracado Superdex 70 previamente
equilibrada em tampao contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM MgCI2, 1 mM -
mercaptoetanol, pH 8. As fragdes de Shc provenientes desta coluna foram entao
armazenadas em geladeira a 4°C. ApOs estes procedimentos de purificacdo foi
possivel se obter p52Shc em quantidade e pureza necessarias para O0sS
experimentos de calorimetria. Na Figura 49 sao visualizados, em gel de eletroforese
SDS/PAGE, os resultados de todas as etapas de purificagao de p52SHC.

250
150

100
75 -

S0 -

37

lD!

Figura 49 — Analise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das etapas de purificagao de p52SHC.
(1) marcadores; (2) pellet; (3) coluna Thalon; (4) coluna de troca i6nica Q-Sefarose;
(5,6) coluna de gel filtracao SuperDex 75.

2.2.2 Expresséo e purificacdo de FGFR2 Quinase

Coldnia da bactéria E. coli (Rosetta2), contendo o plasmideo pET28a FGFR2
quinase, foi utilizada para inocular um volume de 10 mL de meio de cultura LB,
entdo cultivado durante 12 horas, sob agitacdo de 200 rpm, a 37°C . Apéls este
periodo, as células foram usadas para inocular 1 L de meio LB suplementado com
50 ug/ml de kanamicina. As células cresceram em incubadora a 37°C e agitacao de
200 rpm até que se atingisse DOgoonm de 0,6. A expressdo de FGFR2 quinase foi
induzida pela adicdo de IPTG, cuja concentragao final foi de 0,2 mM. O processo de
expressao durou 12 horas a 20°C, sendo as células colhidas por centrifugacao logo
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apos este periodo. O pellet formado foi armazenado a -20°C. Células provenientes
de dez litros de meio de cultura foram utilizadas em cada purificagdo. As células
foram descongeladas em geladeira a 4 °C e ressuspendidas em 100 mL de tampéao
de lise contendo 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10%(v/v) de glicerol e 1 mM de cada um
dos inibidores de protease AEBSF, E64 e benzamidina, pH 8. A lise das células foi
feita por sonicacéo (15 ciclos de 10 segundos com intervalos de 50 segundos) e os
restos de células foram removidos por centrifugacdo durante 40 minutos a 20.000
rom, 4°C. A fracdo solluvel obtida da centrifugacdo foi aplicada em coluna
cromatografica contendo 20 mL da resina Thalon (verificar nome da resina com
secao anterior) equilibrada com tampao A (50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM de [3-
mercaptoetanol e 1 mM dos inibidores de proteases citados acima a pH 8). A resina
foi entdo lavada com 200 mL do mesmo tampao e, em seguida, com mais 200 mL
do tampéao A contendo 20 mM de imidazol. A proteina FGFR2 quinase foi eluida da
coluna pela adi¢do de tampéao A contendo 100 mM de imidazol. A préxima etapa foi
juntar as fracbes contendo quinase e aplica-la em coluna de troca ibnica Q-
Sepharose previamente equilibrada com tampao A. A coluna foi entdo lavada com
um volume de tampao A correspondente a 10 volumes da coluna. A eluicdo de
quinase foi feita pela aplicacdo de um gradiente de NaCl (0 a 290 mM), sob fluxo de
2 mL/min, com elui¢gdo da quinase a de NaCl. As fragbes contendo quinase foram
novamente coletadas e, nesta nova etapa, concentradas até o volume de 5 mL.
Apés este procedimento, a proteina quinase foi aplicada em coluna de gel filtracdo
Superdex 70 previamente equilibrada em 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM MgCly,
1 mM B-mercaptoetanol, pH 8. As fracbes de quinase provenientes desta coluna
foram armazenadas em geladeira a 4°C. Na Figura 50 sdo mostrados, por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, os resultados de todas as etapas
de purificacao de FGFR2 quinase.
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Figura 50 — Andlise por eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das etapas de purificagdo de FGFR2
Quinase:(1) marcadores; (2) coluna Thalon; (3) coluna de troca ibnica Q-Sefarose; (4-14)
coluna de gel filtragcdo SuperDex 75

2.2.3 Cinética Enzimatica e equacao de Hill

Ja foi descrito em outra secédo (1.2.3) que a dependéncia das velocidades
iniciais vo com a variagao de [S] durante um experimento de cinética enzimatica tem
a mesma forma geral para a maioria das catalises enzimaticas e se aproxima de
uma hipérbole retangular, e que este comportamento pode ser expresso
algebricamente pela equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 3). Existem casos,
porém, em que a enzima possui sitios cataliticos de alta e baixa afinidade pelo
substrato. Estas enzimas sdo chamadas de cooperativas (56). Nestes casos,
quando uma molécula de substrato liga-se a um dos sitios ativos faz com que a
enzima sofra uma mudanca em sua configuracao estrutural ou eletrénica de modo
que a afinidade do sitio ativo que esta livre pelo substrato é alterada. Teoricamente,
esta afinidade pode tanto aumentar (cooperativismo positivo) quanto diminuir
(cooperativismo negativo). No entanto, o aumento da afinidade é uma resposta mais
comum (56). A cinética enzimatica neste caso resulta em uma curva v versus [S]

com caracteristicas similares a uma sigméide (Figura 51).
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Velocidade

[S]

Figura 51 — Velocidade inicial versus concentragcdo de substrato tipico para uma enzima cooperativa.
Figura adaptada da referéncia (56).

O modelo criado por Michaelis-Menten nao pode ser aplicado neste caso e
para se tratar os dados obtidos de uma cinética cooperativa o0 modelo mais simples
€ aquele proposto por Hill (56). A premissa basica deste modelo € que mudancgas
significativas na conformagao da enzima ocorrem apés esta ligar-se ao substrato, e
isso leva a mudancga da afinidade por parte dos sitios ativos restantes (Figura 52)
(56).
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Figura 52 — Representacdo esquematica da interacdo sequencial do substrato com uma enzima

cooperativa de quatro sitios. A ligacdo de um dos substratos altera a afinidade do outro
sitio ativo da enzima pelo substrato (56).

No modelo de Hill, a velocidade de reacéo é dada por:
Vo [S]"
Vmax a kTL + [S]n

(23)

onde k é um indice de afinidade da enzima pelo substrato, porém, ndo é a constante
de dissociagéo do sistema enzima-substrato e n € um indice de cooperatividade nos
processos de ligacdo do substrato (quanto maior o valor de n, maior € a
cooperatividade). No caso de n=1 ndo ha cooperatividade e o sistema pode ser
tratado pelo modelo de Michaelis-Menten (56). Se a cooperatividade dos sites é
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baixa, n ndo correspondera ao numero de sitios por substrato, mas o minimo de
sitios efetivos por molécula de substrato. Apesar desta limitagdo, a equacao de Hill
pode, ainda assim, ser usada para caracterizar o comportamento cinético de
enzimas cooperativas. Neste caso, n torna-se um mero indice de cooperatividade
que pode assumir valores nao inteiros (56). A seguir € mostrado o comportamento
cinético esperado de um experimento hipotético, quando variamos os parametros n
(Figura 53) e k (Figura 54).

Velocidade

Figura 53 — Simulacdo de um experimento hipotético para enzimas cooperativas onde o parametro
que esta sendo variado é o indice n. Note que para n=1, a equagao de Hill transforma-se
na equagao de Michaelis-Menten. Figura adaptada da referéncia (56).

Velocidade

Figura 54 — Simulacdo de um experimento hipotético para enzimas cooperativas onde o parametro
que esta sendo variado é o indice k' e o indice n foi fixado em n=2. Figura adaptada da
referéncia (56).
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2.2.4 Calorimetria por Titulacao Isotérmica (ITC)

Os experimentos de cinética foram feitos em um instrumento VP-ITC da
MicroCal Inc. (Nothampton, MA) equipado com software de aquisicao de dados VP-
Viewer. Em todos os experimentos realizados, a cela de referéncia foi preenchida
com agua pura. Durante os experimentos, a aquisicao da poténcia térmica foi feita a
cada 1 segundo, a velocidade de agitacao foi de 300 rpm e o tempo de resposta do
equipamento (feedback/mode gain) foi deixado como alto. Todas amostras foram
preparadas em tampao Tris-HCI (50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM B-
mercapto-etanol, pH 8,0). O pH destas solugdes foi ajustado para 8,0 para evitar
erros por incompatibilidade de tampao e todas solugcbes foram previamente
degaseificadas em baixo vacuo por cerca de 3 minutos para evitar a formacao de
bolhas durante o experimento.

Para o experimento de interacdo entre FGFR2 quinase e p52Shc, a cela de
amostra foi preenchida com quinase (concentracao de 5 uM), enquanto a seringa foi
preenchida com uma solucdo de Shc (concentracdo de 50 pM), titulado em 24
injecbes de volume 10 uL cada. O experimento foi realizado a 15 °C.

Para o experimento de auto-fosforilacao de FGFR2 quinase, a seringa foi
preenchida com 2,5 mM de ATP enquanto que a cela de amostra foi preenchida com
uma solucao de FGFR2 quinase (concentracdo de 5 uM). Este experimento também
foi realizado a 15 °C. Uma unica injecao de ATP, de volume 10 uL, foi feita na cela
de amostra e a reacao foi monitorada até o seu final (a poténcia térmica instrumental
retorna para a linha de base).

Para os experimentos onde p52Shc foi fosforilada por intermédio de FGFR2
quinase, a seringa foi preenchida com uma solucao de 25 mM de ATP enquanto que
a cela de amostra foi preenchida com uma solucdo de FGFR2 e p52Shc nas
concentragdes de 0,1 uM e 10 uM, respectivamente. Uma Unica injecao de ATP, de
volume 10 pL, foi feita na cela de amostra e a reacao foi monitorada até o seu final.

O método usado para realizar o experimento de cinética foi o da injecédo
unica. A entalpia molar aparente em todos os experimentos foi obtida integrando-se
a area sobre a curva isoterma (RawlTC) do qual foi calculada a curva cinética. Para

isso, foi injetado ATP em excesso na cela e deixando a cinética de fosforilagcao
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acabar e, entdo, dividindo o valor da entalpia pela concentracdo final de ATP dentro
da cela de reacgéo. A autofosforilacdo de FGFR2 quinase e a fosforilacdo de p52Shc
foram confirmadas através de uma analise de Western blot e os parametros
cinéticos foram obtidos por meio de regressdao nao linear de minimos quadrados,
implementando-se um modelo cinético (equacao de Hill) no software Origin 7.0.

2.2.5 Analise da fosforilacao por Western blotting

A andlise de Western blot € um método em biologia molecular e bioquimica
largamente utilizado na deteccao de proteinas ou partes especificas de proteinas por
meio de anticorpos. Nesta secdo, nés fazemos uma pequena apresentacdo da
sequéncia de procedimentos experimentais que utilizamos para detectar residuos de
tirosinas fosforilados nas proteinas FGFR2 kinase e p52Shc apds os ensaios
cinéticos de fosforilagdo. Primeiramente, aliquotas das proteinas em questao antes e
depois dos ensaios cinéticos foram preparadas e logo em seguida separadas por
massa por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS/PAGE 15%. Os pocos do gel
foram preenchidos de modo a obter a mesma quantidade de proteinas fosforiladas e
seus respectivos controles. Foi utilizado neste experimento um padrao de massas do
tipo “pre-stilling”. Em seguida, para tornas estas proteinas acessiveis para deteccao
do anticorpo, estas foram movidas do gel para uma membrana de PVDF. Para este
procedimento a membrana e o gel foram postas face-a-face entre placas
condutoras, e entdo acomodados em uma cuba apropriada para este procedimento,
previamente preenchida com 400 mL de tampéao de transferéncia (25 mM Tris, 200
mM glicina, 20% metanol, pH 8,5). Nesta cuba foi aplicada uma corrente continua de
250 mA, fazendo as proteinas (negativamente carregadas) migrarem do gel para a
membrana pela criagcdo de um campo elétrico entre as placas onde o sistema
gel/membrana foram acomodados. Este procedimento durou um periodo de 2 horas
e foi realizado em geladeira a uma temperatura de 4 °C. Para a detecgdo das
fosfotirosinas nos utilizamos os anticorpos pY99 e anti-horse HRP num processo de
dois passos. Ambos os anticorpos usados nesta analise foram adquiridos de Santa
Cruz Biotechnology. A fim de impedir interag6es ndo especificas entre a membrana

de PVDF e o anticorpo usado para a detecgcédo das fosfotirosinas ou a contaminacao
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da membrana por outras proteinas, esta foi bloqueada na incubacdo com uma
solucdo de 5% de BSA preparada em tampao TBS (2,42 g Tris, 8 g NaCl, pH 7,6)
por um periodo de 12 horas. Apds este procedimento, a membrana foi lavada 3
vezes (20 minutos cada lavagem) com tampao TBS para retirada do excesso de
BSA, e entdo incubada novamente em tampéao TBS contendo o primeiro anticorpo
para deteccao dos residuos de tirosinas fosforiladas (pY99) diluido 1000 x, por um
periodo de 12 horas a 4 °C. Apos este periodo a membrana foi novamente lavada 1
vez sob leve agitacdo em tampao TBS para a retirada do excesso do primeiro
anticorpo para ser logo em seguida incubada novamente em tampao TBS contendo
o segundo anticorpo (anti-horse HRP) por um periodo de 1 hora a temperatura
ambiente. Este ultimo anticorpo é usado para detectar o primeiro anticorpo (pY-99)
usado neste ensaio. O método de deteccdo (revelagdo do blot) utilizado foi a
fluorescente, sendo que para isso, apds uma rapida lavagem da membrana em
tampao TBS por 5 minutos para retirada do segundo anticorpo, a membrana foi
incubada com 10 mL LumiGLO® (0,5 mL 20x LumiGLO®, 0,5 mL 20 x peréxido de
hidrogénio e 9 mL de agua mili-Q) sob leve agitacdo por 1 minuto a temperatura
ambiente. Em seguida, sonda fluorescentemente (pTyr) foi excitada por luz e a
emissdo da excitacao foi entdo detectada em quarto escuro por meio da exposicao
da membrana a um papel foto-sensivel. Em seguida o papel foto-sensivel foi
revelado por calor em equipamento préprio para este procedimento. Apds todo este
procedimento fomos capazes de obter os blots mostrados na Figura 58 e Figura 64.
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2.3 Resultados e discussao

Nos estudos sobre o mecanismo de sinalizacdo mediado por PTKs é
fundamental dispormos de informagdo sobre os processos de fosforilacdo de
residuos de tirosina presentes nas PTKs, no nosso caso uma FGFR2 quinase, e em
proteinas que com elas interagem. Sendo assim, iniciamos nossa investigacao do
assunto apresentando e discutindo os resultados obtidos dos experimentos que
seguem na ordem: autofosforilacdo de FGFR2 quinase, interacdo entre FGFR2 e
p52Shc e, por ultimo, a cinética de fosforilacdo de p52Shc mediada por FGFR2
quinase.

Primeiramente, realizamos a cinética de autofosforilacdo da FGFR2 quinase.
Para isso, uma purificacao foi feita e as aliquotas mais puras, ou seja, aliquotas 8-11
foram utilizadas (Figura 50). Antes do experimento de cinética, uma aliquota de 40
uM de FGFR2 foi tratada com CIP (Calf Alkaline Intestinal Phosphatase) para
desfosforilar quinase e assim garantir que nenhum residuo de tirosina estivesse
fosforilado em FGFR2 anteriormente ao processo de autofosforilagdo. Para isso,
incubamos FGFR2 quinase com de 2 uM desta enzima digestiva, que foi
primeiramente imobilizada em resina de agarose. Uma aliquota contendo FGFR2 foi
entdo adicionada a resina para sua desfosforilagdo. O conjunto FGFR2 e CIP
(imobilizada em resina de agarose) foi levado a geladeira onde ficou sob baixa
agitacdo por 12 horas. Apds este periodo, os constituintes foram separados por
centrifugacao.

Com a proteina desfosforilada foi realizada a cinética de autofosforilagcao
propriamente dita. As condigcdes experimentais para a medida no ITC podem ser
encontradas na secao 2.2.7 e o resultado deste experimento pode ser visto na
Figura 55.
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Figura 55 — Experimento da cinética de autofosforilagdo de FGFR2 quinase realizado por ITC a 15°C.
A isoterma acima é composta por dois processos. O primeiro € endotérmico e esta
relacionado ao calor de diluicdo do ATP apés injecdo dentro da cela seguida por um
processo exotérmico referente ao processo de autofosforilagdo da FGFR2 quinase

A isoterma obtida acima (Figura 55) nos mostra dois processos ocorrendo
apds a injecdo de 10 uL da solucdo de ATP, subsequente a aquisicao de 60
segundos de linha de base. O primeiro processo refere-se ao calor de diluicdo do
ATP que se mostrou endotérmico (deflexdo positiva da poténcia térmica instrumental
medida). Ja o segundo processo refere-se a cinética de autofosforilacdo de FGFR2,
que, como previsto, mostrou-se exotérmica (deflexdo negativa da poténcia térmica
instrumental medida). A poténcia instrumental foi monitorada até o término da
reacao de autofosforilagcdo (poténcia térmica de volta a linha de base). Foi calculado
que a concentracdo de ATP dentro da cela ap6s a injecao era de aproximadamente
17 uM e a variacdo de entalpia referente a hidrolise desta quantidade de ATP
(numericamente igual a area da parte exotérmica mencionada acima) foi calculada
como AH= —10.251 cal mol”'. Apds este experimento, a poténcia térmica foi
convertida para velocidade de reacao vy por meio de software Origin 7.0 (MicroCal
Inc) e o gréfico de v versus [S] foi construido (Figura 56).
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Figura 56 — Cinética de auto-fosforilagdo de FGFR2 quinase realizada a 15 °C. Podemos ver nesta

figura um comportamento cinético que se assemelha aos processos cinéticos
apresentados por enzimas cooperativas.

A figura acima nos mostra uma cinética muito semelhante as obtidas para
enzimas cuja funcao é regida por um processo cooperativo. Neste caso, decidimos
usar a equacao de Hill (eq. 23) para ajustar os pontos e assim obter os parametros
cinéticos da reacdo: Vimax = (9,85 + 0,06) x 10° M s™ ; Ky, = (8,96 + 0,05) uM; n =
2,54. Este é o primeiro estudo em que foi possivel se determinar diretamente
parametros cinéticos para a autofostorilagao de uma FGFR quinase, no entanto nao
podemos fazer uma digressao a respeito da ordem de fosforilagdo ou quais residuos
de Tyr foram fosforilados. Furdui e colaboradores (101) em estudos de
autofosforilagdo, onde foi usada a proteina FGFR1 quinase, demonstraram que a
autofosforilagdo desta proteina ocorre de uma maneira sequencial e estritamente
ordenada. Em outra publicagdo dos mesmos autores (115), foi possivel determinar
que autofosforilacdo de FGFR1 ocorre em trés etapas distintas. No primeiro estagio,
um dos residuos de tirosina localizado no loop de ativacdo de FGFR1 é fosforilado e
isso promove um aumento de 50 a 100 vezes em sua atividade catalitica. Este
processo € seguido por um segundo estagio, onde trés outros residuos de tirosina,
que serdo utilizados como sitios de ligacdo para proteinas sinalizadoras, sao

autofosforilados. Finalmente, em um terceiro estagio, 0 segundo residuo de tirosina
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localizado no loop de ativacdo de FGFR1 torna-se fosforilado, o que promove um
aumento adicional de 10 vezes na atividade catalitica da FGFR1 como tirosina
quinase.

Utilizando a FGFR1 nativa foi possivel se determinar que a autofosforilagcao
dos residuos de tirosinas ocorre na seguinte ordem (Y®%3, Y83 y463 y%85 o y63%
(115), no entanto, o design experimental utilizado nesse trabalho possui uma
dificuldade inerente para se medir com precisdo a “afinidade” ao substrato (Ky) para
cada um dos substratos, ou seja, os residuos de tirosinas individuais. Esta
problemética da-se devido ao fato de que em solucdo, quinase e substrato séo
essencialmente a mesma molécula, e o sistema experimental utilizado nao
consegue distinguir entre os heterodimeros de quinase e substrato e homodimeros
de substrato ou quinase sozinhos (monémeros quinase sozinha). Nestas condicdes
de subsaturacdo de substrato para se determinar K., a fosforilacdo ndo pode ser
explicada por uma cinética simples de Michaelis-Menten (115), 0 que esta em
acordo com nossos dados experimentais da Figura 56.

Além disso, apdés fazermos um alinhamento entre a seqiiéncia primaria de
FGFR1 x FGFR2 podemos ver que além de possuir um alto grau de identidade entre
os residuos (mais de 80%), todos os residuos de Tyr do dominio quinase sao
conservados, inclusive os residuos do sitio ativo (Y®* e Y®°*) como pode ser visto na
figura a seguir (Figura 57). Sendo assim, somos levados a pensar que muito
provavelmente FGFR2 e FGFR1 compartilham caracteristicas parecidas (ou
idénticas) no que diz respeito aos processos utilizados por ambas as proteinas para
autofosforilarem-se, e que a ordem com que a autofosforilagdo ocorre pode estar
relacionada a um papel fisioldgico relevante in vivo no que diz respeito ao

recrutamento de proteinas parceiras em vias de sinalizacao.
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Figura 57 — Alinhamento das seqléncias primarias de FGFR2 e FGFR1 quinases mostrando que no dominio
quinase todos os residuos de tirosinas sdo conservados, alem de mostrar o alto grau de
indentidade deste dominio em ambas as proteinas. O sitio ativo das proteinas estdo localizados
nas posicoes 653 e 654.
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Os resultados acima mostram que o processo de autofosforilagdo da FGFR2
€ governado por uma cinética cooperativa como aquela descrita acima para FGFR1,
com a ordem de fosforilagdo dos residuos de tirosina em FGFR2 provavelmente
idéntica aquela previamente determinada para FGFR1. Essas conclusées, além de
estabelecerem caracteristicas da autofosforilacdo de FGFR2 ainda nao reportadas,
também validam o método calorimétrico utilizado para determinar os parametros
cinéticos associados aquele processo.

Para verificarmos se FGFR2 quinase havia realmente se autofosforilado apos
o experimento de cinética, um experimento de Western Blot foi realizado e o
resultado estda mostrado na Figura 58 (116, 117). As bandas 1 e 2 nessa figura
representam, respectivamente, a fragdo de proteina tratada previamente com CIP
(desfosforilacdo de quinase) e a mesma fracao de proteina que nao foi tratada com
CIP. Podemos observar que a banda que representa a fracao tratada com CIP esta
mais clara que a banda subsequente, confirmando assim que quinase apresentou
um grau de desfosforilacdo consideravel apés tratamento com CIP. Vale ressaltar
que foi utilizada a mesma quantidade de amostra na mesma concentragdo para
realizar este experimento. A fragdo 2 foi, entdo, usada nos experimentos cinéticos
descritos acima. As bandas 3 e 4 representam o ensaio de western blot para a
primeira cinética descrita (Figura 56) e as bandas 5 e 6 representam o ensaio de
western blot para a segunda cinética realizada (dados ndao mostrados). Em ambos
0S casos, uma aliquota da solucao previamente preparada para o experimento de
cinética foi separada para ser utilizada como controle no experimento de western
blot nas bandas 3 e 5 (Figura 58). As bandas 4 e 6 representam as fracbes de
FGFR2 quinase imediatamente apds o experimento de cinética e podemos perceber
que essas bandas sdo mais escuras que suas parceiras. Isto definitivamente mostra
que FGFR2 quinase sofreu autofosforilacdo ap6s a injecao de ATP na cela de

amostra do calorimetro.
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Figura 58 — Ensaio de Western Blot mostrando que FGFR2 quinase foi fosforilada apos o
experimento de cinética. (1) a fracdo de quinase que foi tratada com CIP antes do
experimento cinético, (2) fragdo de quinase antes do tratamento com CIP. As bandas
(4) e (6) representam aliquotas em duplicata de quinase logo ap6s a realizagdo do
experimento de autofosforilacdo, enquanto que as bandas (3) e (5) sdo os seus
respectivos controles.

No entanto, podemos ver da figura anterior que FGFR2 quinase nao foi
totalmente desfosrilada por CIP, o que nos priva de uma analise mais detalhada a
respeito de quais residuos de tirosina foram fosforilados. Porém, dentre os
resultados obtidos por Lew e colaboradores (115), no que diz respeito aos primeiros
residuos de tirosina fosforilados, temos que o residuo Y®*® é um substrato melhor
para ser fosforilado do que Y°®%. E embora estes residuos apresentem uma cinética
de fosforilagao similares, Y®°® deveria ser reconhecido primeiro devido ao fato deste
residuo aumentar a atividade catalitica da proteina e também por ser um residuo
critico para manter a enzima em seu estado ativo. Sendo assim, correlacionando
estes resultados com os dados obtidos em nosso experimento cinético, temos que o
valor de n de 2,54 por n6s encontrado, representa o grau de cooperatividade com
que 0 processo cinético ocorre, mas também é possivel associarmos este niumero,
em casos especiais, a quantidade de sitios que foram fosforilados durante o
processo cinético (56). Assim, podemos supor que aquelas tirosinas foram
fosforiladas em nosso experimento por serem os residuos que mais rapido ficam
fosforilados na proteina FGFR1, em detrimento dos outros residuos que devem
depender de mudancas conformacionais da proteina para que a energia livre de
fosforilacao torne-se favoravel.

Apés termos realizado o experimento de autofosforilacdo de FGFR2 quinase

com sucesso, onde validamos a técnica de ITC como uma importante ferramenta
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para acessar processos cinéticos deste sistema, decidimos fazer um experimento de
ligacdo entre FGFR2 quinase e a isoforma p52 da proteina Shc. Como foi visto
anteriomente, sabemos que a autofosforilagdo dos residuos de tirosina presentes
em PTKs é um processo crucial para manter esta enzima em um estado ativo e
também importante para o recrutamento de proteinas parceiras importantes em
varias vias de sinalizacao (101, 106, 108, 118). Desta maneira, antes de realizarmos
um experimento que monitorasse apenas a ligacao entre a quinase e p52Shc e no
qual ndo houvesse fosforilagdo de p52Shc por FGFR2, uma aliquota de 40 uM de
FGFR2 quinase foi incubada com 1 mM de ATP por 12 horas em geladeira a 4 °C.
Apo6s este periodo, a proteina foi dialisada exaustivamente para a retirada do
excesso de ATP contra tampao sem MgCl, (50mM Tris, 100mM NaCl, 1mM BME, pH
8,0). Todo este procedimento foi tomado para garantir que FGFR2 estivesse
completamente fosforilada (i.e., ativa), mas que, em uma provavel interacdo com
p52Shc, nao fosse possivel que esta segunda proteina fosse fosforilada por
intermédio de FGFR2. Sendo assim, os experimentos de ITC da interagdo de
FGFR2 quinase e p52Shc foram realizados a 15 °C, e o resultado pode ser visto na
Figura 59 a seguir. Também realizamos experimentos de ligacdo a 10 e 20 °C,
porém, nenhuma curva de ligacao satisfatoria foi obtida. Talvez esta caréncia de
dados acima e abaixo de 15 ‘C deva-se ao fato deste sistema de proteinas ser
bastante instavel e também nao ser possivel obter muito material para os
experimentos de ligacdo. Para o experimento realizado a 15 °C, foram utilizadas as
concentracdes de 5 uM de FGFR2 quinase dentro da cela de amostra do calorimetro
e 50 uM de p52Shc dentro da seringa. O modelo matematico usado para ajustar a
isoterma foi o de sitio Unico e os parametros obtidos foram: N = 1,16 £ 0,08, K = (1,2
+0,5) x 108 M (Kg= 0,83 uM), AH = (-6,3 + 0,6) kcal mol™”, AS = 5,78 cal mol™ °C™.
O nuamero de sitios N encontrado a partir do ajuste nos diz que a interagdo da-se na
razdo molar de 1:1. Além disso, as variacdes dos parametros termodinamicos
indicam que o processo de ligacdo FGFR2-p52Shc é favoravel tanto do ponto de
vista entélpico quanto entrépico. Os valores obtidos deste experimento estdo em
acordo com os obtidos por Ahmed e colaboradores (119) que determinaram os
valores de Ky no intervalo de uM na interacao direta entre FGFR2 quinase e Grb2 e

varios peptideos provenientes de dominios especificos de Grb2, outra proteina
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adaptadora que exerce um papel ubiquo em sinalizacao celular desde as RTKs até a
via de sinalizagdo mediada por MAPK (120).

Apesar dos muitos estudos, poucas proteinas que se associam diretamente
com FGFR2 foram identificadas (119). Os resultados da Figura 59 mostram que a
interacao direta em FGFR2 e p52Shc é possivel e que FGFR2 tem um sitio de
ligacdo para Shc em sua estrutura. A identificagdo da existéncia de tal sitio de
ligacdo em FGFR2 contribui para aumentar a percepcao de que esta deva ser uma
caracteristica comum no recrutamento de proteinas adaptadoras para toda a familia
FGFR.
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Figura 59 — Interacdo entre FGFR2 quinase e p52Shc por ITC. No painel acima é mostrado a
variacao de poténcia gerada apds cada injecao de Shc em quinase. No painel abaixo é
mostrado o calor gerado apés cada injecao. Os dados acima foram ajustados segundo
o0 modelo de um sitio de ligacao.
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Sabemos que as FGFR quinases tornam-se ativas ap6s sua autofosforilacdo
(35,102,107,109). Portanto, o proximo estudo realizado foi a cinética de fosforilacéo
de p52Shc mediada por FGFR2 quinase ativada. Para isso, uma purificacao foi feita
e a FGFR2 quinase resultante foi acrescentado excesso de ATP para que a enzima
sofresse autofosforilacdo. Este processo durou 12 horas na temperatura de 4 °C e
apos este procedimento, a FGFR2 quinase foi dialisada exaustivamente para a
retirada do ATP. A proteina p52Shc por sua vez foi usada sem nenhum tratamento
prévio. As cinéticas enzimaticas em trés temperaturas diferentes juntamente com as
respectivas isotermas no qual as curvas cinéticas foram calculadas e sdo mostradas
a seguir. Nestes experimentos, a seringa foi preenchida com uma solucédo de 25 mM
de ATP enquanto que a cela de amostra foi preenchida com uma solucdo de FGFR2
e p52Shc nas concentracées de 0,1 uM e 10 uM, respectivamente. Uma Unica
injegdo de ATP, de volume 10 uL, foi feita na cela de amostra e a reacgdo foi
monitorada até o seu final. A entalpia molar aparente em todos os experimentos foi
obtida integrando-se a area sobre a curva isoterma (RawlTC) do qual foi calculada a
curva cinética. Para isso, foi injetado ATP em excesso na cela e deixando a cinética
de fosforilagdo acabar e, entdo, dividindo o valor da entalpia pela concentragéo final

de ATP dentro da cela de reacéo.
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Figura 60 — Cinética de fosforilagdo de p52Shc mediada por FGFR2 quinase realizada na
temperatura de 10 °C. No painel superior vemos a variagdo da poténcia térmica
instrumental apos injecdo de 10 puL de ATP a 25 mM dentro da cela de amostra
contendo 0,1 uM FGFR2 quinase e 10uM p52Shc. No painel inferior vemos a curva
cinética calculada da isoterma acima juntamente com melhor ajuste usando-se o
modelo de Michaelis-Menten para este caso.
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Figura 61 — Cinética de fosforilagdo de p52Shc mediada por FGFR2 quinase realizada na
temperatura de 15 °C. No painel superior vemos a variacdo da poténcia térmica
instrumental ap6s injecdo de 10 uL de ATP a 25 mM dentro da cela de amostra
contendo 0,1 uM FGFR2 quinase e 10uM p52Shc. No painel inferior vemos a curva
cinética calculada da isoterma acima juntamente com melhor ajuste usando-se o
modelo de Michaelis-Menten (——) sobreposto ao modelo de Hill (—).
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Figura 62 — Cinética de fosforilagdo de p52Shc mediada por FGFR2 quinase realizada na
temperatura de 20 °C. Podemos notar que no é possivel ajustar os dados segundo o
modelo de Michaelis-Menten (—). No entanto, podemos ver um bom ajuste dos
dados pelo modelo de Hill (—)

Das figuras anteriores percebemos que a cinética de fosforilagdo de p52Shc
mediada por FGFR2 quinase tende a mudar com a temperatura. Na temperatura de
10 °C a cinética ocorre segundo um mecanismo de Michaelis-Menten, onde os
parametros obtidos foram kea= (4,46 + 0,09) s, Kn= (146 = 5) uM e AH= -197,6
cal/mol (Figura 60). Porém, a 15°C podemos identificar uma indefinicdo de
comportamento deste sistema, uma vez que os dados podem ser ajustado com
ambos modelos (Michaelis-Menten e Hill) (Figura 61). Sendo assim, os parametros
cinéticos obtidos por Michaelis-Menten foram: kea= (4,19 + 0,08) s™', K= (277 * 8)
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UM e AH= -292,4 cal/mol, e quando foi utilizado o modelo de Hill os parametros
cinéticos obtidos neste caso foram: kea= (4,6 £0,9) s, Kn= (332 +5) uM, n = 0,94 e
AH= -197,6 cal/mol. Ja para 20 °C vemos uma mudanca no perfil catalitico, como se
fosse uma transicao de fase, de modo que passamos a observar um certo grau de
cooperatividade. Neste caso, foi usada a equacao de Hill para ajustar os dados
cinéticos da fosforilagdo de Shc, uma vez que nao foi possivel o ajuste com o
modelo de Michaelis-Menten (Figura 62). Neste caso os parametros cinéticos
obtidos foram: kea= (1,5 + 0,2) s, K= (701 = 5) uM, n = 1,3 e AH= -750 cal/mol. A
seguir mostramos as variagoes de AH e K, com a temperatura durante a fosforilacdo
de 10 uM de Shc (Figura 63). Vale ressaltar também que as concentracdes de
quinase e ATP dentro da cela de amostra apés injecao foram de 0,1 uM e 250 uM,

respectivamente.
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Figura 63 — Variagao de AH em fungao da temperatura durante a fosforilacao de 10uM de Shc.
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Da figura anterior (parte A) é possivel determinarmos a variagdo da
capacidade térmica a presséo constante (ACp) para a interagéo baseada na seguinte
equacao (62):

AHTZ - AHTl
AC) = ———FF
: T, —Th

(23)
onde T, e T1 sdo duas temperaturas experimentais diferentes. Deste modo, em um
grafico de AH contra temperatura para uma série de experimentos de ITC a
inclinagéo do grafico corresponde a AC,. Uma vez que estabelecemos como calcular
este parametro, é preciso determinar como pode ser usado. Esta questdo pode ser
respondida se nos basearmos na observagdo de que existem fortes indicios de que
este parametro esta relacionado com a area da superficie “enterrada”, ou seja, a
area de superficie que é removida da interacdo com o solvente quando um
complexo é formado (121, 122). A remocéao da area de superficie da proteina da
exposicdo com o solvente faz com que AC, tenha uma grande variacdo negativa
(123) e esta afirmacao esta baseada no fato de que o solvente se comporta de
maneiras diferentes na superficie da proteina e em seu “bulk”. Este §é,
particularmente, o caso em que moléculas de agua interagem com superficies
hidrofébicas e, de fato, a capacidade térmica do sistema é diferente para uma
solugdo na qual existem moléculas de agua livres daquele caso onde as moléculas
de agua interagem com a biomolécula (62). Este comportamento pode ser
demonstrado durante uma desnaturacao térmica de proteinas, onde apds a
desnaturacao os residuos hidrofébicos sdo expostos ao solvente mudando assim a
capacidade térmica do sistema. Deste modo, a mudanca na capacidade térmica do
sistema para um processo onde ha liberagdo de agua da superficie da proteina em
virtude da formacédo de um complexo é negativa e espera-se que seja proporcional a
quantidade de superficie envolvida (62). Sendo assim, os graficos da Figura 63A
mostram um aumento significativo do valor de AC, da temperatura de 10 para 15 °C
e depois um aumento drastico de AC, quando se vai 15 para 20 °C. Este
comportamento é seguido de um aumento nas mesmas proporgcdes para o valor de
Kwm (Figura 63B). Esta mudanca deve-se provavelmente ao aumento da atividade
enzimatica com a temperatura levando assim ao aumento nos parametros

supracitados.



154

Para verificar se Shc foi fosforilada por quinase apds o experimento de
cinética, um experimento de Western Blot foi feito e o resultado estd apresentado na
Figura 64.

Fosforilado “overnigth” dentro da geladeira

Aliquotas do experimentode ITC em 3 temperaturas

Shc nao esta totalmente defosforilada

Figura 64 — Western blot referente a cinética de fosforizagcao de p52Shc mediada por FGFR2 quinase.

Na figura acima é mostrado a bandas das aliquotas de FGR2 quinase que
foram utilizadas neste experimento (bandas 2 e 3). Em 1, nos mostramos as bandas
de p52Shc (entre 50 e 75 kDa) e FGFR2 quinase abaixo, onde foi feito um
experimento prévio, apenas juntando as proteinas com excesso de ATP e mantendo
esta aliquota em geladeira a 4 °C por um periodo de 12 horas (vale lembrar que
neste experimento FGFR2 quinase ja estava fosforilada, como podem ser visto em 2
e 3) (Figura 64). Tendo a comprovacéao de que quinase esta ativa e que fosforila de
fato Shc, passamos para a outra etapa de nosso experimento onde a fosforilagao foi
feita dentro da cela do calorimetro e entdo monitorada em forma de cinética pelo
calor gerado durante este processo. Estes experimentos estdo representados em 4
a 6 onde as temperaturas de casa experimento foram 10, 15 e 20 °C
respectivamente. Deste modo, vemos que a fosforilacdo neste caso funcionou e
conseguimos monitorar o calor gerado durante este processo. No entanto, nesta
mesma analise de Western blot vemos que uma nova banda aparece (circulo
vermelho) que a principio esperava-se nao pudesse acontecer. Trata-se da aliquota
de p52Shc usada para o0s experimentos e que acreditavamos estivesse
desfosforilada. Mesmo assim esta banda é mais clara que aquelas cujas amostras
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foram retiradas logo apds o experimento cinético. P52Shc possui trés residuos de
tirosina capazes de serem fosforilados por quinase e assim fazer a adaptacao de
outras proteinas (Sos, Grab2, etc.) durante o processo de sinalizacdo num
mecanismo de “gate” (36). Entdo, acreditamos que pelo menos uma das tirosinas de
Shc esteja fosforilada. Isto esta de acordo com o valor de n = 1,30 obtido na cinética
realizada na temperatura de 20°C. Sendo assim, novos experimentos s&o
necessarios com o intuito de otimizarmos os dados ja obtidos acerca do grau de
fosforilagdo de p52Shc. Mesmo assim, o conjunto de experimentos realizados e
discutidos nesta secado foram importantes para consolidar a técnica de ITC como
uma ferramenta padrao para acessar qualquer tipo de cinética, onde nao € possivel
fazer por métodos convencionais (espectrofotometro). Alem do mais, com esta
técnica é possivel medir diretamente e com precisdo a energia gasta nestes
processos, e assim, obter informacdes a respeito do perfil termodindmico destas

reacdes, 0 que é uma vantagem sobre os métodos convencionais.
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Conclusdes Gerais e Perspectivas
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O objetivo deste trabalho de tese foi estudar as bases de interacoes
moleculares protagonizadas por duas enzimas que possuem funcdes bioldgicas
distintas, por meio de um esquema experimental que envolveu diversas técnicas
biofisicas. Dentre as técnicas utilizadas, destacamos a versatilidade da técnica
calorimétrica de ITC, que nos permitiu acessar as cinéticas de conversdo da
molécula de catecol em &cido cis-cis-mucénico mediada pela enzima clorocatecol
1,2-dioxigenase de Pseudomonas putida, bem como as primeiras cinéticas de
fosforilagdo das proteinas humana FGFR2 Tirosina quinase e p52Shc obtidas de
maneira direta. Com isso, conseguimos validar a técnica de ITC como uma
ferramenta padrao para obter cinéticas de sistemas onde ndo é possivel utilizar
métodos convencionais.

Através de um esquema multitécnicas, que contou com ITC, DSC e RPE,
conseguimos mostrar que o produto da catdlise mediada pela enzima clorocatecol
1,2-dioxigenase, o 4cido cis-cis-mucénico, é capaz de inibir esta enzima durante a
catalise, sendo que DSC mostrou que na presenca do produto da reacdo a
estabilidade térmica de 1,2-CCD foi fortemente afetada, com a temperatura da
transicao T, deslocando-se para uma temperatura menor do que aquela obtida para
a transicdo da proteina na auséncia do produto. Além disso, experimentos de RPE
do centro de Fe(lll) localizado no sitio ativo desta proteina mostraram que o &cido
cis-cis-mucénico liga-se diretamente no sitio ativo de Pp 1,2-CCD. A inibicdo por
produto parece estar intimamente envolvida com mecanismo de regulagdo que in
vivo poderia ser usado pela célula para controlar seu metabolismo. Deste modo,
podemos imaginar um mecanismo regulatério onde a quantidade de produto
formada durante uma reacdo enzimatica & controlada pelas concentracbes de
substrato e produto formados, de modo que este tipo de mecanismo poderia manter
a célula protegida contra extremos biologicos. Ainda no ambito dos estudos
envolvendo 1,2-CCD e baseados em estudos prévios realizados em nosso grupo,
mostramos através da combinacdo das técnicas RPE, DSC, PPC e monocamadas
de Langmuir, que esta proteina é capaz de ligar-se a modelos de membranas. Este
comportamento chama atencao porque junto com a inibicdo por produto poderia ser
mais um mecanismo utilizado pela célula para regular seu metabolismo. Desta
maneira, novos experimentos poderiam ser feitos onde o sistema 1,2-CCD/4cido cis-
cis-muconico seria posto para interagir com miméticos de membranas a fim de

investigar se existe alguma relagdo entre estes dois mecanismos. Acreditamos que
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na presenca do produto, 1,2-CCD mudaria sua conformacdo de maneira a expor
dominios que interagem ainda mais efetivamente com a membrana celular. Esta
suposicao esta em total acordo com os dados obtidos por DSC do desenovelamento
de 1,2-CCD na presenca de acido cis-cis-mucdnico.

Com relacao ao estudo realizado com as proteinas Tirosina quinase e Shc, os
dados obtidos nesta tese foram os primeiros resultados referentes as cinéticas de
fosforilagdo onde estas foram monitoradas de maneira direta. Como dito
anteriormente, ITC mostrou-se bastante versatil para estudos que envolvem
cinéticas de reacdes, uma vez que em apenas um conjunto de experimentos somos
capazes de ndo apenas determinar os parametros cinéticos da reagao, mas também
tracar o perfil termodindmico da reacdo enzimatica no que diz respeito as
contribuicdes entalpicas e entropicas da reagdo. Neste sentido, mostramos que
Tirosina quinase FGFR2 experimenta um processo de autofosforilagdo do tipo
cooperativo, 0 que estd de acordo com os dados obtidos para outra proteina da
familia das Tirosina quinases, a FGFR1, onde os residuos de tirosinas localizados
em seu sitio ativo e outros préximos a ele fosforilam-se em uma maneira sequencial
e ordenada. Sabe-se que a autofosforilagdo de residuos de Tirosinas localizados em
seu sitio ativo é crucial para a manutencdo do estado ativo destas proteinas,
enquanto a fosforilacdo de outros residuos do dominio citoplasmatico é essencial
para o recrutamento e ativacdo de diversas vias de sinalizagdo que regulam o
metabolismo celular. Conseguimos também mostrar que FGFR2 quinase interage
diretamente com a isoforma p52 da proteina Shc, e que além disso é capaz de
fosforilar os residuos de tirosina localizados em seu dominio CH1. Shc é uma
proteina adaptadora e importante integrante do grupo de proteinas que formam os
ESC. Sabe-se que esta proteina interage com Tirosina quinase via seu dominio
PTB, porem, sé & capaz de interagir com outras proteinas ap6s seu dominio CH1
tornar-se fosforilado, num mecanismo de portdo. A cinética de fosforilacdo desta
proteina apresenta um comportamento com a temperatura que sofre uma transicao
no que diz respeito ao modelo utilizado para ajustar os pontos. A 10°C a cinética
pode ser ajustada pelo modelo de Michaelis-Menten, porém, a 15°C a cinética
experimentada por esta proteina mostra um indefinicdo de comportamento cinético
sendo possivel ajudar seus dados tanto por Michaelis-Menten quanto pelo modelo

de Hill. Ja para 20°C a cinética apresenta um carater cooperativo, ndo sendo mais
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possivel ajustar os pontos pelo modelo de Michaelis-Menten. Estes resultados
abrem um leque de perspectivas grande uma vez que as razdes pelas quais a

cinética de fosforilacdo de Shc ocorre desta maneira ainda ndao sao bem entedidas.

Obviamente novos experimentos precisam ser realizados para se entender
melhor os mecanismos de fosforilacao utilizados por FGFR2 e Shc para tornarem-se
ativas, bem como o papel dos outros residuos de tirosina ao longo da estrutura de
FGFR2 no recrutamento de proteinas adaptadoras importantes nos processos de
sinalizacao celular. A proposta seria silenciar alguns residuos de tirosina, inclusive
os localizados no sitio ativo da proteina, para sabermos como se comporta o perfil
catalitico de autofosforilacdo e a interacao desta proteina com Shc. Também temos
a intencdo de realizar novos experimentos de fosforilacdo de Shc, de maneira a
confirmar a reprodutibilidade dos resultados obtidos, tomando-se o devido cuidado
para que nao haja residuos de tirosinas fosforilados nesta proteina antes do

experimento cinético.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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