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RESUMO

A Heat shock protein de 70 kDa (Hsp70 ou HSPA em humanos) representa uma familia de
chaperonas moleculares altamente conservada, expressa em diversos compartimentos celulares,
e associada a diversas patologias, como doencas neurodegenerativas e cancer. Entre as HSPAS,
destaca-se a HSPA mitocondrial (HSPA9 ou mortalina), que desempenha um papel crucial na
importacdo de proteinas sintetizadas no citosol para a mitocondria. Essa funcdo requer a
interacdo com uma co-chaperona especifica, denominada Hsp70-escort protein 1 humana
(hHepl), cuja estrutura em forma de L contendo um dominio "dedo de zinco™ é fundamental
para tal interacdo. A hHepl desempenha papéis significativos na manutencdo da solubilidade
da HSPA9 e HSPAL1A (Hsp701A humana), remodelacéo de seus complexos supramoleculares
e estimulo a atividade ATPasica dessas HSPAs. Além de sua localizagdo mitocondrial, a hHepl
também € encontrada no nudcleo celular, onde pode interagir com outras HSPAs, como a
HSPA1A em situacdo de estresse. Diante da relevancia da hHepl para a estabilidade das
HSPAs, este estudo propde a expressao, purificagéo e caracterizacgao estrutural de mutantes da
hHep1, nos quais as regides N- e C-terminais foram truncadas, visando identificar as principais
regides responsaveis por sua funcdo. O mutante hHepl-Core, contendo o dominio "dedo de
zinco", também foi caracterizado, visando elucidar seus papéis estruturais e funcionais. Foram
conduzidos experimentos para analise da estrutura secundéria e terciaria por meio de dicroismo
circular e espectroscopia de fluorescéncia, respectivamente. Os resultados indicaram
semelhangas estruturais entre hHepl-Ndel ¢ hHeplAmts, assim como entre hHepl-Cdel e
hHepl-Core. Além disso, foi demonstrada a estabilidade temporal das proteinas por até 72
horas a 4°C, bem como sua estabilidade quimica frente ao agente desnaturante GndHCI,
revelando valores de Cm de 1,4 M, 1,9 M e 1,5 M para hHep1-Ndel, hHep1-Cdel e hHepl1-Core,
respectivamente. As propriedades hidrodindmicas dos mutantes foram determinadas por meio
de cromatografia de exclusdao por tamanho analitica, evidenciando que todas as proteinas sdo
monomeéricas, com destaque para a estrutura mais globular observada em hHepl-Core em
comparagdo com a estrutura completa. Conclui-se que os protocolos e condi¢des testadas sdo
as ideais para a expressdo, purificacdo e caracterizacdo dessas proteinas recombinantes, o que

proporciona um avanco cientifico nessa area de estudo.

Palavras-chaves: Chaperonas moleculares; Hsp70; Proteinas recombinantes; Caracterizacdo

biofisica.



ABSTRACT
The 70 kDa Heat shock protein (Hsp70 or HSPA in humans) is a highly conserved family of

molecular chaperones that is expressed in various cellular compartments and is associated with
several pathologies, including neurodegenerative diseases and cancer. Among HSPAs, the
mitochondrial HSPA (HSPA9 or mortalin) plays a crucial role in the import of proteins
synthesized in the cytosol into the mitochondria. This function requires interaction with a
specific co-chaperone called human Hsp70-escort protein 1 (hHepl), whose L-shaped structure,
containing a “zinc finger" domain, is fundamental for such interactions. hHepl holds great
importance in the maintenance of HSPA9 and HSPA1A (human Hsp701A) solubility, as well
as the remodeling and stimulation of their ATPase activity. It is present in both the mitochondria
and the cell nucleus, where it interacts with HSPAs such as HSPA1A. Due to its role in HSPA
homeostasis, this study aimed to express, purify, and characterize hHepl mutants with truncated
N- and C-terminal regions to identify the primary regions responsible for its function. The
hHepl-Core mutant, containing the "zinc finger" domain, was also studied to elucidate its
structural and functional roles. The secondary and tertiary structures of the hHep1-Ndel, hHep1-
Cdel, and hHep1-Core mutants were investigated using circular dichroism and fluorescence
spectroscopy, respectively. The results revealed similarities in structure between the hHepl-
Ndel and hHep1lAmts mutants, as well as between the hHep1-Cdel and hHepl-Core mutants.
Moreover, the stability of the proteins was demonstrated for up to 72 hours, and their resistance
to denaturing agents was demonstrated, with Cr, values of 1.4 M, 1.9 M, and 1.5 M for hHep1-
Ndel, hHep1-Cdel, and hHep1-Core, respectively. The size and shape of the mutants were also
analyzed using analytical size exclusion chromatography, revealing that all proteins were
monomeric, and that hHep1-Core had a more globular structure compared to the complete
structure. The study concluded that the methods and conditions used were suitable for the
expression, purification, and characterization of these recombinant proteins, providing a

valuable contribution to the field of research.

Keywords: Molecular chaperone; Hsp70; Recombinant proteins; Biophysical characterization.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aminoacidos e proteinas

Os aminoécidos sdo os blocos de construcdo das proteinas. S& compostos organicos
constituidos de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, majoritariamente. As proteinas sdo
grandes biomoléculas compostas de aminoacidos conectados por ligacGes peptidicas. Essas,
desempenham um papel crucial em varios processos bioldgicos, incluindo suporte estrutural,
reacOes enzimaticas, vias de sinalizacdo e transporte de moléculas. Além disso, desempenham
um papel vital no sistema imunoldgico, adesdo celular e na contracdo muscular. A estrutura e
funcdo das proteinas sdo determinadas pela sequéncia de aminoacidos presentes na cadeia
proteica (BYWATER et al., 2018).

1.2. Chaperonas moleculares

Um conjunto de proteinas denominadas chaperonas moleculares ou proteinas de choque
térmico (Heat shock proteins, Hsp) atuam na manutencdo das proteinas, contribuindo para a
homeostase celular. Elas sdo compostas por diferentes familias de proteinas, as quais sdo
classificadas de acordo com sua massa molecular (HSPH ou Hsp110, HSPC ou Hsp90, HSPA
ou Hsp70, HSPD ou Hsp60, DNAJ ou Hsp40 e HSPB ou pequenas Hsps), em que apresentam
diferencas entre suas estruturas primarias ou seus mecanismos de acdo (HARTL; BRACHER,;
HAYER-HARTL, 2011; BORGES; RAMOS, 2006; KAMPINGA et al., 2008).

Essas chaperonas desempenham um papel crucial na manutencdo da conformagéo
adequada das proteinas em ambientes celulares variaveis, desempenhando um papel
fundamental no controle de qualidade das proteinas. A exposicdo das células a condicdes de
estresse, como temperatura, estresse oxidativo e alteracbes osmoticas, pode resultar em
proteinas malformadas, que podem se tornar proteotoxicas. Essas proteinas malformadas
frequentemente expdem sitios hidrofébicos em suas estruturas, levando a agregacdo molecular
(LIBEREK; LEWANDOWSKA; ZIeTKIEWICZ, 2008).

As chaperonas moleculares desempenham sua funcdo por meio da capacidade de
prevenir a formagao desses agregados moleculares, utilizando ciclos de ligagéo e liberagédo da
proteina cliente, regulados por proteinas auxiliares, comumente referidas como co-chaperonas.
Esses ciclos de ligacdo e liberagdo mediados pelas chaperonas moleculares ajudam a evitar a
exposicdo de superficies desdobradas das proteinas-cliente, facilitando seu correto

enovelamento. Além disso, as chaperonas moleculares auxiliam no transporte de proteinas
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através de membranas celulares e coordenam as interagdes entre proteinas, além de sinalizar

proteinas danificadas para o sistema proteolitico (KIM et al., 2013).

1.3. Hsp70

Uma familia vital de chaperonas moleculares é a Heat shock proteins 70 (Hsp70 ou
HSPA em humanos), que exibe uma notavel conservacdo evolutiva e esta amplamente
distribuida em organismos procariotos e eucariotos, com suas diversas isoformas localizadas
em diferentes compartimentos celulares. Essas proteinas desempenham um papel essencial no
processo de enovelamento de proteinas, na regulacdo de atividades enzimaticas e na
translocacdo de proteinas através de membranas celulares. E importante destacar que as Hsp70
desempenham um papel significativo na prevencdo da agregacdo de proteinas induzida por
estresse celular e na recuperacdo de agregados proteicos (KARLIN; BROCCHIERI, 1998;
KANG et al., 1990). As Hsp70 desempenham papel essencial ha manutencdo da proteostase
celular, na maturacao e sinalizacdo de proteinas, bem como na marcacao de proteinas para a
degradacdo (BLATCH; EDKINS, 2015; KIRALY et al., 2020).

As Hsp70 sdo fortemente reguladas e protegem as células em uma variedade de
estresses, como choque térmico, inflamacgdes, infeccdes bacterianas e virais, substancias
toxicas, estresse oxidativo, hipdxia, entre outros (WITKIN; KANNINEN; SISTI, 2017). Essas
chaperonas dispdem de um mecanismo citoprotetor que aumenta a sobrevivéncia e a
longevidade celular e também estdo relacionadas a varias patologias humanas (SANTORO,
2000) como cancer e doencas neurodegenerativas, como por exemplo Alzheimer e Parkinson
devido ao seu mal funcionamento (CHATTERJEE; BURNS, 2017; ZHEYING SUN et al.,
2018). Uma alta expressdo das HSPAs € verificado em células tumorais, podendo ser
responsavel pela progressao tumoral e resisténcia a quimioterapia (KUMAR et al., 2016). Além
disso, a disfuncdo ou menor taxa de expressdo das HSPAs gera um acumulo de proteinas mal
enoveladas no cérebro formando emaranhados neurofibrilares que séo caracteristicos da doenca
de Alzheimer (LACKIE et al., 2017). Neste contexto, a elevada expressdao das HSPAs pode
favorecer o avanco de tumores e em contrapartida uma baixa expresséo pode contribuir para o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, sendo portanto um importante alvo de estudo
para tais doengas (EVANS; CHANG; GESTWICKI, 2010).

A estrutura das HSPAs (apresentada na Figura 1) é composta por dois principais
dominios: o dominio de ligagdo ao nucleotideo (DLN) que se encontra na regido N-terminal,

apresentando aproximadamente 45 kDa e que possui fraca atividade ATPasica; o dominio de
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ligacdo a proteina-cliente (DLP) com ~25 kDa, localizado na regido C-terminal, e que esta
ligado ao DLN via um linker hidrofébico flexivel (MAYER; BUKAU, 2005; SILVA;
BORGES, 2011). Algumas das principais proteinas-cliente das HSPAs sdo: fatores de
transcricao, receptores de hormonios corticoides, proteinas quinases e de replicacdo de DNA,
assim como a proteina p53 fortemente relacionada ao desenvolvimento de tumores
(BREHMER et al., 2001).

A B Hypr0 ATP) C sBD (ADP)

SBD-«.

- s
SBD-« > -r.:?,.#}:g;

NBD
ATP

: -~ Proteina
N— cliente

Figura 1. Representacéo estrutural da Hsp70.

(A) NBD (do inglés Nucleotide-Binding Domain) mostrando a organizagdo dos quatro subdominios 1A, IB, 1A,
11B, com ATP ligado ao sitio ativo (PDB 4B9Q). (b) A estrutura completa da Hsp70 ligada ao ATP, ilustrando o
arranjo dos dois dominios NBD e SBD um em rela¢do ao outro. (c) A estrutura do SBD (do inglés Substrate-
Biding Domain) ligada ao peptideo substrato. A tampa do SBDa, fecha sobre o sitio de ligagdo a proteina-cliente,
que esta presente no subdominio SBDp, aprisionando o substrato.

Fonte: adaptado de LARBURU et al. (2020).

As Hsp70 atuam por meio de ciclos que dependem da sua interacdo com co-chaperonas
a fim de modular sua atividade ATPasica, ao passo que formam maquinarias moleculares
(KAMPINGA,; CRAIG, 2010). Dentro desse ciclo, representado na Figura 2, uma proteina
importante € a proteina J, a qual é uma co-chaperona que facilita o recrutamento de proteinas-
cliente para as Hsp70. A associa¢do da proteina J com a proteina-cliente medeia, em conjunto,
a hidrolise de ATP pela Hsp70 e, consequentemente, as HSPAS se encontram em um estado
fechado caracterizado por alta afinidade pela proteina-cliente. Além da proteina J, os fatores de
troca de nucleotideo (NEF’s, do inglés Nucleotide Exchange Factors), sdo co-fatores essenciais
para a manutencdo destes ciclos, visto que medeiam a troca de ADP para ATP, facilitando a
transicdo para a conformacéo aberta, em que atuam para promover a reducdo da afinidade do
DLN das Hsp70 por nucleotideos adenosina (LARBURU et al., 2020).
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Substrato ndo nativo

S~ P

Proteina J
Ligagdo e ‘
liberagdo rapida :

Estado arbe_rto de Ciclo do

baixa afinidade substrato da
chaperona HSPA SBD
Estado fechado de
alta afinidade
NEF

Proteina nativa W\/b ADP -

Figura 2. Ciclo das Hsp70 com a proteina-cliente.
Fonte: adaptado de LARBURU et al. (2020). Criado com BioRender.

1.4. Hsp70 escort protein 1

A HSPA mitocondrial (HSPA9, mortalina ou GRP75), esté diretamente envolvida com
a importacao de proteinas sintetizadas no citoplasma para matriz mitocondrial e 0 enovelamento
dessas proteinas, sendo, portanto, imprescindivel para a biogénese dessa organela (KANG et
al., 1990). A HSPA9 é induzida como resposta ao estresse para permitir a sobrevivéncia celular
em condicdes letais em organismos pluricelulares (LONDONO et al., 2012), sendo que ela é
também encontrada no citoplasma e nucleo (DORES-SILVA et al., 2021).

As Hsp70 mitocondriais, incluindo a HSPA9, possuem alta propensdo a
oligomerizacao/agregacdo, levando a alguns defeitos quanto a importacdo de proteinas para a
matriz mitocondrial e subsequente falha na biogénese dependente de TIM23, a principal
translocase da membrana interna que transporta essencialmente todas as proteinas da matriz e
as proteinas do espaco intermembranas (SZKLARZ et al., 2005). Dessa forma, para se manter
em um estado funcional e soltvel, a HSPA9 requer o auxilio de co-chaperonas, formalmente
nomeadas como “Hsp70-escort protein 1” (Hepl - Zim17/TIM15/DNLZ), visto que possui
dupla funcdo na HSPA9. A primeira consiste na prevencao da sua autoagregacgao e a segunda
em controlar sua atividade ATPasica (SICHTING et al., 2005; GOSWAMI; CHITTOOR,;
D'SILVA, 2010).
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A proteina de choque térmico 70-1A humana (HSP701A) é um membro da familia
HSPA e é denominada como HSPA1A, HSP70-1, HSP72 ou HSPA1l (KAMPINGA et al.,
2008). Essa proteina pode ser encontrada no citoplasma e nacleo (DAUGAARD et al., 2007;
RADONS, 2016), sendo uma das responsaveis pela sobrevivéncia da celula (MURPHY, 2013;
RADONS, 2016). A HSPA1A é uma proteina induzivel por estresse, entdo quando em células
e tecidos normais 0 seu padrdo de expressdo tem niveis baixos, até mesmo indetectaveis. A
HSPA1A atua como componente central da rede celular de chaperonas moleculares e
catalisadores de enovalmento dentro das células (KIM et al., 2016). Além disso, tende a se
oligomerizar ou formar complexos supramoleculares (SMA), assim como a HSPA9 (Kiraly et
al., 2020). Sabe-se que o envolvimento da HSPA1A em doengas neurodegenerativas e cancer
tem atraido interesse a fim de compreender o seu funcionamento e abrangéncia, visto que o tal
ainda nao é bem estabelecido (KIM et al., 2016).

Nesse contexto, um estudo recente do grupo quanto a interagdo da Hepl humana
(hHepl) com as HSPAs (HSPA9 e a HSPA1A) demonstrou que essa co-chaperona é eficaz na
prevencdo da agregacdo térmica dessas proteinas. Além disso a hHepl tem a capacidade de
estimular a atividade ATPasica dos agregados térmicos das proteinas estudadas, concluindo que
o sitio responsavel por essa interacdo ndo é prejudicado pelo estado agregado (DORES-SILVA
etal., 2021). Embora hHepl estimule a atividade ATPasica das HSPAs, a associacdo da hHepl
com as HSPAs ndo é dependente de nucleotideos, sugerindo gque a interagdo nao requer um
estado conformacional especifico. Surpreendentemente, os resultados obtidos sugeriram que a
hHepl tem a capacidade de remodelar os conjuntos supramoleculares das HSPA9 e HSPA1A
em particulas menores (DORES-SILVA et al., 2021).

O esquema apresentado na Figura 3 representa a atuagcdo da hHep1 sobre as HSPAs. Os
monbémeros das HSPAs séo propensos a apresentar a autoagregacéo apos o estresse térmico,
sendo a hHepl capaz de prevenir tal agregacéo, representado em 1. Além disso, a hHepl pode
se ligar nos monémeros das HSPAs e nos seus SMAs, aumentando a atividade ATPasica das
HSPAs, como mostrado em 2. A partir do momento em que os SMAs se formam, a hHep1 foi
capaz de desmonta-los em particulas menores, como representado em 4 e 5. (DORES-SILVA
etal., 2021).
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Figura 3. Representacdo esquematica da atividade proposta da hHepl sobre conjuntos supramoleculares de
HSPA:s.
Fonte: retirado de DORES-SILVA et al. (2021).

A Hepl é altamente conservada, presente em praticamente todos 0s eucariotos e sua
estrutura tem forma de L, com um dominio “dedo de zinco”, o qual ¢é essencial para a interagao
com seus ligantes. Esse dominio é critico para a sua funcdo in vivo, tanto em células eucariéticas
de humanos como de leveduras. A estrutura de ressonancia magnética nuclear (RMN) da Hepl
em leveduras (yHepl) mostra uma forma de L onde o dedo de zinco esta bastante enterrado,
formando a regido principal, e duas pequenas hélices formando a outra regido de funcéo
desconhecida (MOMOSE et al., 2007). A yHep1 pois 2 subdominios: o N-terminal, composto
de um par folhas-p antiparalelas que coordenam o ion Zn?*; e 0 C-terminal, composto de a-
hélices, folhas-p e random coils. A estrutura da solucdo da yHepl truncada sugere que o
contelido de estrutura secundaria ¢ de cerca de 23% e 28% de a-hélices e folhas-p,
respectivamente (MOMOSE et al., 2007).

A yHepl se liga especificamente ao DLN da Hsp70 mitocondrial em leveduras (Sscl)
evitando sua autoagregacao de forma sub-estequiométrica (SICHTING et al., 2005), no entanto
pode ser necessario a acao do inter-dominio (linker) da Sscl para se ligar adequadamente a
yHepl (BLAMOWSKA et al., 2010). A exclusdo ou modificacdo do DLN leva a perda de acéo
em evitar a agregacao da Sscl, o que sugere que o dominio contendo o dedo de zinco da yHepl

é essencial para a interacdo com a Sscl e outras chaperonas (SICHTING et al., 2005).

A capacidade de estimulo da hHepl a atividade ATPasica da HSPA9 tém se mostrado

exclusiva desta espécie (DORES-SILVA et al., 2021). Ainda ndo identificaram essa atividade
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para outras Hepl ortdlogas ja bem caracterizadas, como a yHepl (NYAKUNDI et al., 2016).
Foi analisado por Dores-Silva et al. (2013) a estrutura secundéaria da hHep1, demonstrando que
ela é formada por 10% de a-hélices, 34% de folhas-B ¢ 21% e 35% de voltas e random coils,
respectivamente. Com base nesses dados, concluiu-se que a hHepl é formada principalmente
por folhas-B, que envolve o dominio dedo de zinco conforme observado para yHep1. Portanto,
esses dados indicam que a hHepl e yHepl compartilham semelhancas no nivel da estrutura
secundaria, apesar de sua identidade ser apenas de 25% na sequéncia de aminoacidos (DORES-
SILVA et al., 2013).

Alguns estudos quanto a interacdo entre a hHepl e a HSPA9 ainda vem sendo
desenvolvidos, visto que os mecanismos que envolvem essa interacdo ndo estdo bem
elucidados. A partir da Sscl, um modelo hipotético em relacdo a acdo da yHepl no
enovelamento das Sscl foi proposto, bem como na manutencdo de sua solubilidade. Esse
modelo propde que os dominios da Sscl se enovelam de forma individual, em que o DLP se
enovela sem o auxilio de co-chaperonas, mas, 0 DLN adquire uma conformacdo intermediaria
que é facilmente reconhecida pela yHepl. Esta, por sua vez, promove uma alteracdo
conformacional desta regido que propicia a ligacdo de nucleotideos ao DLN e, em seguida, se
desliga da Ssc1, que entdo adquire sua conformacéo nativa. A auséncia de nucleotideos ligados
leva a regido composta pelo DLN e o linker a adquirir uma conformacéo que é propicia a
autoagregacao. No entanto, a formacdo de agregados € evitada por uma nova interacdo da Sscl
com a yHepl (BLAMOWSKA; NEUPERT; HELL, 2012).

Zhai et al. (2008) demonstrou que a hHepl também promove a solubilizacdo da HSPA9
por meio de sua interagdo com o DLN. O processo de estimulo a hidrolise de ATP envolve um
mecanismo cinético bifasico, em que tem inicio por uma fase rapida, cujo méaximo de estimulo
que a HSPA9 é capaz de receber seria de 49 vezes, o0 que é maior do que quando observada
com o dominio ATPase sozinho. A segunda fase, por sua vez, € mais lenta, em que a HSPA9
foi deixada cerca de 2 minutos em reagdo e nesse tempo a hHepl estimulou a sua atividade
ATPasica a uma extensdo maxima inferior de 27 vezes (ZHAI et al., 2008). Alguns residuos da
hHepl que se mostraram importantes na interagdo com a HSPA9 sdo: Arg81, His107 e Asp111.
O residuo H107 demonstrou desempenhar um papel critico na estimulagdo da atividade
ATPésica da HSPA9. Curiosamente, este residuo de histidina é altamente conservado em todos
os ortologos (ZHAI et al., 2011). Estudos do grupo indicam que a hHepl tem atividade
chaperona intrinseca seletiva, sendo capaz de bloquear a agregacao térmica de HSPA humanas,

assim como remodelar e desagregar seus agregados térmicos (DORES-SILVA et al., 2021).
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As proteinas Hepl de levedura e humana possuem 174 e 178 residuos de aminoacidos,
respectivamente. A PfHepl (Plasmodium falciparum Hepl) foi recentemente caracterizada
como ortéloga a Hepl e é composta por 302 residuos de aminoacidos, com uma extensdo
continua de residuos de asparagina, e é a maior ortéloga alinhada (NYAKUNDI et al., 2016).
H& uma falta de identidade de sequéncia fora do dominio dedo de zinco e as funcfes das regides
N- e C- terminais ndo s&o claras. No entanto, a criagdo de mutantes de truncamento em LbHepl
(Leishmania braziliensis Hepl) indicou que a regido a montante do dominio de dedo de zinco
contribuiu aumentando a solubilidade de LbmtHsp70, Hsp70 mitocondrial em Leishmania
braziliensis (DORES-SILVA et al., 2015). O subdominio C-terminal mostrou desempenhar um
papel na solubilidade do dominio de ligacdo de zinco e pode interagir com o DLP da mtHsp70
(VU etal., 2012). A funcédo desses subdominios da hHepl ainda ndo esta bem elucidado, sendo,

portanto, o objetivo principal do presente trabalho.

1.5. Caracterizacdo estrutural e aplicagdes

A caracterizagdo estrutural de proteinas recombinantes € um passo crucial na
compreensdo de sua fungdo e comportamento. Envolve a determinagdo da estrutura
tridimensional da proteina, o que fornece informacbes valiosas sobre seu enovelamento,
estabilidade e interaces com outras moléculas. Esta informacdo € essencial para varias
aplicacBes, incluindo desenvolvimento de medicamentos, engenharia de proteinas e
compreensdo de mecanismos de doencas (BAUER; SCHNAPP, 2007). As técnicas de
caracterizacdo estrutural comumente wusadas para proteinas recombinantes incluem
cristalografia de raios X, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e microscopia
eletrdnica. Essas técnicas permitem aos pesquisadores visualizarem o arranjo dos atomos dentro
da proteina, identificar regides e dominios importantes e determinar como a proteina interage
com seu ambiente. Adicionalmente, técnicas como dicroismo circular e espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia podem ser utilizadas para investigar a estrutura secundaria e terciaria
da proteina, respectivamente (OLIVEIRA; DOMINGUES, 2017; MACHIUS, 2003).

Nos ultimos anos, a predicdo precisa da estrutura tridimensional das proteinas tem sido
um dos maiores desafios da bioinformatica. A capacidade de prever com precisdo a estrutura
de uma proteina a partir de sua sequéncia de aminoacidos é fundamental para entender sua
fungdo e desempenha um papel crucial no desenvolvimento de novos medicamentos e na
engenharia de proteinas. Recentemente, uma equipe de pesquisadores fez um avango

revolucionério nesse campo com a introducdo do AlphaFold, um sistema de inteligéncia



artificial que usa redes neurais para prever a estrutura 3D das proteinas usando proteinas
depositadas em banco de dados como referéncia.

No geral, a caracterizacdo estrutural de proteinas recombinantes € um processo
multifacetado que combina vérias técnicas para obter uma compreensdo abrangente da sua
estrutura e funcdo. Este conhecimento é essencial para avancar a nossa compreensdo dos
processos bioldgicos e desenvolver novas estratégias terapéuticas. Levando em consideracao as
inimeras aplicacbes que essas técnicas abordam, é relevante cientificamente realizar a

caracterizagéo estrutural da hHepl.

A organizacdo estrutural da hHepl completa, como pode ser observado na figura 4, é
constituida pelo peptideo sinal, N-terminal, o Core e o C-terminal, em que a ordem dos residuos
corresponde a hHep1A1.48, hHep1Aa9.63, hHep1Asas-160 € hHep 1 A1e1-178, respectivamente. Dentre
os residuos importantes para sua funcdo, a Cys (Cisteina) é um dos principais, por ser
responsavel pelo complexo com o ion Zn?* no dominio dedo de zinco. Uma espécie
recombinante foi previamente estudada pelo nosso grupo, em que 0 mutante ndo possui as

regides N- e C- terminais, restando somente a regido Core (hHep1-Core).

Signal pep N-terminal Core C-terminal

hHep1Amts ERREMIGE] Core C-terminal

hHep1-Ndel Core C-terminal

hHep1-Cdel EYECILEL Core

hHep1_core Core

Figura 4. Diagrama esquematizando as regides da hHep1 mantidas nos mutantes truncados hHep1Amts, hHep1-
Ndel e hHepl-Cdel.

Os intervalos de residuos de aminoacidos que compdem o peptideo sinal (azul), N-terminal (vermelho), Core
(cinza) e C-terminal (roxo) sdo indicados.

Fonte: autoria propria.

Neste contexto, propomos caracterizar a estrutura e estabilidade dos mutantes da hHepl
usando ferramentas biofisicas. Portanto, foi caracterizado os mutantes da hHepl com N-
terminal (hHepl-Ndel) ou C-terminal (hHepl-Cdel) deletados, a fim de determinar a
importancia dessas regides em sua estrutura e funcdo. O objetivo dessas modificagdes em sua
estrutura proteica foi avaliar se essas extremidades possuem papel essencial em relagdo a
proteina hHepl completa. Os resultados foram comparados a hHeplAmts, assim como em

relacdo & hHepl-Core (dados ndo publicados pelo grupo). Sendo assim, tal caracterizagdo é de
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relevancia cientifica, visto que com um maior entendimento de sua estrutura levard a uma

melhor elucidacdo de seu papel na maquinaria bioquimica celular.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi realizar a caracterizacao estrutural de duas espécies
mutantes correspondentes a hHeplAmts com N ou C terminais deletados. Esses resultados

foram comparados a hHeplAmts e a hHep1-Core.

2.1. Objetivos Especificos
2.1.1. Obtencdo dos mutantes

e Expressar e purificar as construcdes recombinantes correspondentes aos dos
mutantes hHep1-Ndel e hHepl-Cdel da hHep1Amts.

2.1.2. Caracterizacdo estrutural dos mutantes

e Analisar a estrutura secundaria dos mutantes por meio da técnica de CD;

e Analisar a estrutura terciaria local dos mutantes por meio da técnica de
fluorescéncia intrinseca do triptofano;

e Analisar a estrutura e propriedade termodinamicas por meio da cromatografia
analitica (aSEC);

e Andlise da estabilidade quimica dos mutantes por meio da técnica de
fluorescéncia intrinseca do triptofano;

e Analisar a estabilidade temporal a 4°C dos mutantes por meio de SDS-PAGE.
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtencéo e purificagéo
3.1.1. Transformacéo das células competentes contendo pET28a:contrucéo

Para a producéo das proteinas recombinantes, foram utilizados trés plasmideos contendo
0 DNA codificante para as proteinas de interesse (pET28a:hHep1-Ndel, pET28a:hHepl-Cdel,
pET28a:hHepl-Core e a pET28a:hHeplAmts), os quais foram adquiridos comercialmente da
empresa estadunidense Epoch LifeSciences. O plasmideo pET28a codifica, na extremidade N-
terminal da proteina recombinante, uma sequéncia de 20 aminoacidos contendo um sitio para a
enzima trombina e seis histidinas vicinais. Essas histidinas auxiliam no processo de purificagéo.
No entanto, como a hHep1 é uma proteina com poucos residuos, essa sequéncia de aminoacidos
pode interferir nas analises. Portanto, o vetor utilizado permite a clivagem dessa cauda de
histidina por meio da enzima trombina. Como pode ser observado na Tabela 2, algumas
propriedades fisico-quimicas das proteinas com a cauda de histidina sofreram alteracGes em
comparagdo com as proteinas sem cauda de histidina, confirmando a necessidade de sua

remocao para as analises planejadas.

A producdo das proteinas recombinantes foi conduzida em cepas bacterianas
competentes Escherichia coli BL21 (DE3) competente. Inicialmente, estas células foram
transformadas através da incubacdo com 5 pL do plasmideo pET28a:hHeplAmts,
pET28a:hHepl-Ndel, pET28a:hHepl-Core e 0 pET28a:hHepl-Cdel no gelo por 30 min. Em
seguida, um choque térmico foi aplicado as células, aquecendo-as a 42 °C por 1,5 min e,
imediatamente apds, incubando-as novamente no gelo por 3 min. Apdés o choque térmico,
adicionou-se 1 mL de meio de cultura Lysogeny Broth (LB), e a mistura foi mantida a 37 °C,
sob agitacdo constante, por 50 min. Em seguida, o pellet foi obtido por centrifugacdo a 5000
rpm por 5 min, ressuspendido em menor volume, e inoculado em uma placa de cultura contendo
meio LB, agar e o antibi6tico canamicina a 50 pug. mL™. A cultura foi incubada a 37 °C por um
periodo de 16 h.

3.1.2. Inducéo a expressao

Apos o processo de transformagdo, foram selecionadas coldnias isoladas e cultivadas
em meio LB contendo canamicina, a 37 °C, sob agitacdo constante, até que a cultura bacteriana
atingisse uma DOgoonm nO intervalo entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbancia. Diferentes

condigdes de tempo, temperatura e concentragdo de isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido
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(IPTG) foram previamente testadas a fim de se avaliar quais as melhores condi¢cfes para 0s
processos de inducgéo da hHepl-Core (dados realizados pela mestranda do grupo). Dessa forma,
aqui testamos somente duas concentracdes de IPTG (0,2 mM e 0,4 mM), a 30 °C e 200 rpm por
4 h, visando obter a melhor condicdo de expressdo dos mutantes truncados. Apos o periodo de

inducdo, os pellets foram obtidos por centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min a 4 °C.

3.1.3. Processo de purificacado

Para a realizacdo das analises e experimentos, foi essencial obter certas propriedades
fisico-quimicas dos mutantes hHep1-Ndel e hHepl-Cdel, bem como das proteinas hHep1Amts
e hHepl-Core, pois foram utilizadas de forma comparativa. Estas propriedades incluem a
quantidade de residuos de aminoacidos, a presenca dos aminoacidos Triptofano (W), Tirosina
(YY) e Cisteina (C), a massa molecular em Da, o ponto isoelétrico (pl) e o coeficiente de extingao
molar (¢). Na Tabela 1, encontram-se os dados tedricos das propriedades dos mutantes sem a
cauda de histidina, enquanto na Tabela 2 estdo os dados referentes aos mutantes contendo essa

cauda.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos mutantes hHep1Amts, hHep1-Ndel, hHep1-Cdel e hHepl-Core sem
a cauda de histidina.

Proteina® | Residuos de AA® | pl tedrico® | MM (Da)® | W/Y/C? |  e280nm (M tcm)?
hHeplAmts 133 6,04 13869
hHepl-Ndel 118 6,03 12491
hHep1-Cdel 115 7,26 12106 1/3/4 9970
hHepl1-Core 100 7,16 10728

2 Dados teoricos obtidos a partir da sequéncia de aminoécidos pelo Software Protparam.
b Valores obtidos para a sequéncia sem o peptideo sinal e a cauda de histidina.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos mutantes hHep1Amts, hHep1-Ndel, hHep1-Cdel e hHepl_Core com
a cauda de histidina.

Proteina® | Residuos de AA? | pl tedrico® | MM (Da)® | W/Y/C? | &280nm (M tcm)?
hHeplAmts 150 6,67 15751
hHepl-Ndel 135 6,66 14373
hHep1-Cdel 132 8,08 13988 1/3/4 9970
hHepl-Core 117 7,83 12610

2 Dados tedricos obtidos a partir da sequéncia de aminoacidos pelo Software Protparam.
b Valores obtidos para a sequéncia sem o peptideo sinal e com a cauda de histidina.

O pellet obtido no processo de inducéo foi ressuspenso em tampao de lise contendo 50
mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 mM KCI. Em seguida, a mistura, mantida em gelo, foi incubada
com 5 U de DNase (Promega) e 30 pg. mL™* de lisozima (Sigma) por 30 min em gelo e
submetida a pulsos ultrassénicos intermitentes para promover o processo de lise celular. A
fracéo soluvel foi separada por centrifugacdo e em seguida clarificada por filtracdo utilizando

membrana com poro de 0,45 pm.
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Para a cromatografia de afinidade, uma coluna de niquel HiTrap Chelating HP 5mL
(GE Healthcare LifeSciences) foi equilibrada em tampdao contendo 100 mM de NaCl e 20 mM
de imidazol. A proteina foi eluida com o mesmo tampéo contendo 500 mM de imidazol. O
terceiro passo cromatografico foi realizado com a remocéo da His tag pela enzima trombina em
diélise contra tampdo TK contendo 25 mM Tris-HCI, 50 mM de NaCl, 5 mM de KCl e 2 mM

de B-mercaptoetanol.

As proteinas foram novamente submetidas a uma cromatografia de afinidade com a
coleta da fragdo eluida com 75 mM de imidazol. O quinto passo de purificagdo foi realizado
por uma cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa, em coluna HiLoad Superdex
16/60 75 prep grade (GE Healthcare LifeSciences) conectada ao equipamento AKTA Prime
Plus (GE Healthcare LifeSciences), equilibrada em tampdo TK. O processo completo foi
conduzido com estrito controle de temperatura (4 °C). No caso das proteinas hHepl-Cdel e
hHepl-Core, foi imprescindivel realizar uma dialise para ajuste do pH, passando de 8,0 para

7,5, valor necessario para as analises estruturais subsequentes.

Os valores de pH empregados durante o processo de purificacdo dos mutantes hHepl-
Ndel, hHep1-Cdel, hHep1-Core e da proteina hHepl Amts estdo documentados na Tabela 3.
Adicionalmente, o protocolo completo pode ser consultado na Figura 5, onde séo apresentados

os procedimentos detalhados utilizados ao longo do processo de purificacao.

Tabela 3. Valores de pH dos tampdes utilizados para a purificagdo da proteina hHep1Amts e dos mutantes hHep1-
Ndel, hHep1-Core e hHepl1-Cdel.

) Tampao | |2MPa0 | Tampao |y qapiaice | TK Exclusio | TK 28
Proteina N 20 mM 500 mM . s
de Lise . . (Trombina) Molecular Dialise
(Imidazol) | (Imidazol)
hHepl Amts 8,0 75 7.5 7.5 75 -
hHep1-Ndel 8,0 7,5 7,5 7.5 75 -
hHepl-Cdel 8,5 8,5 8,5 8,5 8,0 7,5
hHepl-Core 8,5 8,5 8,5 8,5 8,0 7,5
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Figura 5. Protocolo detalhado para expressdo e purificagdo da proteina hHeplAmts e dos mutantes hHep1-Ndel,
hHep1-Core e hHepl-Cdel.
Fonte: autoria propria. Criado com BioRender

3.1.4. SDS-PAGE

As amostras obtidas durante os testes de inducdo e durante o processo de purificacao
dos mutantes foram analisadas por SDS-PAGE. Para isso, foram preparadas através de diluicdo
em tampé&o 100 mM de Tris/HCI, contendo 0,2% de azul de bromofenol, 4% de SDS e 20% de
glicerol. Devido a baixa massa molecular das proteinas recombinantes, foram utilizados géis de
poliacrilamida de 12% e tamp&o de corrida Tris/Tricina 100 mM (pH 8,2). Apos a eletroforese,
o0s géis foram corados com uma solugéo de corante azul de Coomassie 3 mM contendo 10% de
acido acético glacial e 45% de metanol. Os géis foram revelados utilizando uma solucao
descolorante composta por 45% de metanol e 10% de &cido acético glacial.

3.2. Anélise estrutural
3.2.1. Andlise estrutural pelo AlphaFold

Para prever a estrutura tridimensional (3D) dos mutantes truncados foi utilizado o
software AlphaFold, um sistema de inteligéncia artificial de Ultima geracdo desenvolvido pela
DeepMind. Este sistema € capaz de prever as estruturas de proteinas de forma computacional,
com uma precisao e velocidade sem precedentes. Em colaboracdo com o Instituto Europeu de
Bioinformatica do EMBL (EMBL-EBI), é disponibilizado mais de 200 milhGes de previsdes
de estruturas de proteinas geradas pelo AlphaFold de forma gratuita e aberta para a comunidade
cientifica global. Dessa forma, a fim de prever a estrutura 3D dos mutantes truncados a partir
de sua sequéncia de aminoéacidos, utilizamos essa inteligéncia artificial e comparamos com 0s

resultados obtidos pelas caracterizagcdes estruturais realizadas.
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3.2.2. Espectropolarimetria de dicroismo circular

As andlises de estrutura secundaria dos mutantes foram realizadas utilizando-se um
espectropolarimetro Jasco J-815 com um sistema Peltier PFD 425S acoplado, para controle de
temperatura, e cubeta de 1 mm. Os espectros varrem em um intervalo de 260 a 195 nm em uma
velocidade de 50 nm.min™ e, dessa forma, foi subtraido o sinal emitido pelo tampédo TK (pH
7,5), nas mesmas condic¢des de medida. Em seguida, foram transformados em elipticidade molar

residual média ([4]), utilizando a seguinte equagao:

_0.100.MM
~ C.ln

onde MM é Massa Molar da proteina em kDa; C, concentracdo molar de proteina; I, caminho
6tico da cubeta em cm; e n, 0 nimero de residuos da proteina. O célculo estimado das estruturas

secundarias foi realizado pelo software CDNN Deconvolution (Bohm et al., 1992).

3.2.3. Espectroscopia de Emisséo por Fluorescéncia

A andlise da estrutura terciaria foi executada por meio da fluorescéncia intrinseca do
Triptofano em um Espectrofotdmetro de Fluorescéncia HITACHI F-4500. As amostras foram
analisadas em tampdo TK (pH 7,5) e obtiveram uma concentracéo de 2,5 uM, com excitagdo
em 295 nm, obtendo-se espectros de fluorescéncia no intervalo de 310 a 420 nm, para a proteina
enovelada e na presenga de 6 M de cloridrato de guanidina (GndHCI).

3.2.4. Cromatografia de exclusdo por tamanho analitica (aSEC)

Propriedades hidrodinamicas dos mutantes foram avaliadas por aSEC (do inglés
analytical Size Exclusion Chromatography), a fim de verificar aspectos de sua estrutura
terciaria e avaliar a potencial presenca de estrutura quaternaria. As cromatografias foram
realizadas empregando uma coluna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare LifeSciences)
analitica previamente equilibrada com tampéo TK (pH 7,5).

O perfil das amostras dos mutantes foi comparado aos perfis de proteinas padrdo
globulares com MM e raio de Stokes (Rs) conhecidos, apresentadas na Tabela 4. As correlagdes
obtidas permitiram determinar a MM aparente (MMapp), 0 raio de Stokes (Rs) e a razéo

friccional (f/fo) das proteinas recombinantes.
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Tabela 4. Proteinas globulares padréo.

Proteina Padréo MM (kDa) Rs (ﬁ)
Apoferritina 480 67
y-globulina 160 48

BSA 67 36
Anidrase Carbobnica 30 24
Citocromo C 12,3 14

A MMgpp é dada pela relagéo linearizada
Kav=-a (log MM) + b,

onde a e b sdo obtidos por meio de uma curva de calibracdo construida com os padrdes

moleculares e o coeficiente de particdo (Kav) obtido pela razdo:

Sendo que Ve é dado pelo volume de eluicdo, V, pelo volume da fase mével e V pelo volume
total da coluna. Os valores obtidos foram comparados aos valores tedricos de MM para a
estrutura monomérica e dimérica dos mutantes, calculadas pelo software SEDNTERP (PHILO,
1997). O Rs foi obtido pelo ajuste linearizado entre 0s Rs das proteinas padrdes e o -log (Kav
12) dado por
Rs = a (-log Kav*?) + b

A flfo foi entdo calculada pela razdo entre Rs determinado experimentalmente e o

tedrico, estimado pelo software SEDNTERP.

3.3. Anélise da estabilidade
3.3.1. Estabilidade temporal

Para avaliar a integridade estrutural dos mutantes hHepl-Ndel, hHepl-Cdel e da
proteina hHeplAmts em funcdo do tempo a 4°C, foram coletadas amostras em diferentes
tempos (Oh, 24h, 48h e 72h) apos o processo de purificagdo que foram analisadas por meio de

SDS-PAGE em tampéo Tris/Tricina e gel de poliacrilamida 12%.

3.3.2. Estabilidade quimica

As anadlises de estabilidade quimica foram executadas por meio da avaliacdo das
variagOes da estrutura terciaria dos mutantes, em que serdo monitoradas por espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia intrinseca do W (triptofano) em um espectrofotdmetro de

fluorescéncia HITACHI F-4500. As amostras de proteinas foram desnaturadas com cloridrato
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de guanidina (GndHCI). Os espectros obtidos foram utilizados para o calculo do centro de
massa espectral (<A>), utilizando a equacgdo abaixo, e para encontrar 0s Amax POr meio do
software Origin.
AiF;
L
X F;

O perfil do processo de desnaturagdo dos mutantes foi avaliado na presenca do agente

caotréopico GndHCI. Foi preparada uma solucdo estoque em tampdo TK (pH 7,5). A
concentracéo foi aferida pela variagdo na viscosidade da solucdo, verificada pelas mudangas
nos indices refratarios entre o tampao e a solugdo (An). A correlagdo entre o An e a concentragdo

de GndHCI foram determinadas por Pace, Shirley e Thomson (1989), descritas por:

[GNdHCI] = 57,147(An) + 38,68(An)? + 91,60(An)®

Amostras dos mutantes foram tratadas com concentrag0es crescentes do agente
caotrépico GnHCI, com intervalos de 0,5 M em um intervalo de 0 a 6 M, em que foi obtida a
concentracdo média de transi¢do (Cm) a fim de verificar a estabilidade quimica desta proteina
mutante. Para isso foram realizados experimentos na presenca de concentragdes crescentes de

GndHClI, sobre a proteina, em que a excitacdo da sonda ocorreu em 295 nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencdo dos mutantes
4.1.1. Inducéo a expressao

A Figura 6 apresenta a avaliagdo por SDS-PAGE das condi¢des de inducéo a expressao
da hHeplAmts, hHepl-Ndel e hHepl-Cdel que foram testadas e as respectivas fracOes de
proteina obtidas de forma solUvel apds a lise celular. Para ambas as concentracfes de IPTG
utilizadas (0,2 mM e 0,4 mM), observou-se uma expressdo substancial das proteinas
recombinantes, exceto no caso do mutante hHep1-Cdel com 0,2 mM de IPTG, onde a expressao
foi relativamente menor. Os rendimentos mais significativos foram alcancados com a
concentracdo de 0,4 mM. Diante disso, com o objetivo de maximizar o rendimento do processo

de inducdo, optou-se por utilizar a concentracdo de 0,4 mM para conducéo deste estudo.
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Figura 6. Analise das condi¢des de indugdo a expressdo das proteinas recombinantes por SDS-PAGE.

(M) marcador de peso molecular; (NI) pellet ndo induzido; (1) construc6es induzidas com 0,2 mM de IPTG; (2)
construgdes induzidas com 0,4 mM de IPTG.

Fonte: autoria propria.

4.1.2. Processo de purificacdo

E importante destacar que a purificacdo do mutante hHepl-Cdel foi inicialmente
conduzida nas mesmas condi¢cdes empregadas para as proteinas hHepl-Ndel e hHeplAmts,
visando testar um possivel protocolo contendo as mesmas condi¢Ges para todos os mutantes
truncados. Entretanto, devido ao ponto isoelétrico mais béasico deste mutante, uma nova
estratégia de purificacdo foi necessaria, resultando em ajustes nos valores de pH dos tampdes

utilizados (conforme indicado na Tabela 3). Além dessas informagdes, é valido ressaltar que
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todo o processo de purificagéo foi inicialmente realizado com os tampdes contendo 20 mM de
NasPOs. O fosfato € altamente utilizado em protocolos de purificacdo de proteinas
recombinantes, visto que desempenha varias func@es cruciais em um tampdo, incluindo a
regulacdo do pH, a modulacdo da forca idnica, a reducdo de agentes e a estabilizacdo
conformacional, contribuindo assim para um processo eficiente e bem-sucedido de purificacéo
de proteinas. No entanto, posteriormente, foi necessaria a remocdo desse componente do
tampdo utilizado para as dialises e exclusdo molecular, visto que a estabilidade do mutante
hHep1-Cdel e hHepl-Core (atestado anteriormente pela mestranda do grupo), estava sendo
comprometida (ver detalhes adiante).
a) 12 Condicdo: presenca de ions fosfato e pH 7,5 para todos 0s mutantes truncados

As amostras eluidas e coletadas durante todo o processo de purificacdo para a primeira
condicdo foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 7). Na Figura 7A observa-se a partir do
perfil (T), correspondente a amostra coletada apds o periodo de incubacéo da hHeplAmts com
a enzima trombina, uma diminui¢cdo de massa da banda de interesse, equivalente a perda da His
tag (2 kDa). Além disso, em todo o processo, desde a lise celular até a dialise, é possivel
identificar uma banda referente a proteina hHeplAmts, correspondente a 15 kDa com a cauda

de histidina e 13 kDa sem essa cauda.
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Figura 7. Etapas do processo de purificacdo realizados na primeira condigdo para as proteinas hHepl Amts. (A),
hHep1-Ndel (B) e hHep1-Cdel (C).

(A), (B) e (C) SDS-PAGE das amostras de (NI) células ndo induzidas; (I) as mesmas células induzidas com 0,4
mM de IPTG; (S) sobrenadante apés centrifugacdo; (A2) fracdo eluida em 500 mM de imidazol na 1°
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cromatografia de afinidade ao niquel; (GF) fracdo obtida na cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa;
(T) fragdo apos didlise na presenga de trombina para clivagem da His tag. Para as constru¢des hHep-Ndel e hHep1-
Cdel séo apresentadas a mais amostras referentes a (TA) fracdo eluida em tampdo 0 mM na 2° cromatografia de
afinidade; (B2) fracéo eluida em 75 mM de imidazol na 2° cromatografia de afinidade. (D) Perfil obtido da
cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa das proteinas hHepl-Cdel (preto), hHep1-Ndel (vermelho) e
hHep1Amts (azul).

Fonte: autoria propria.

O processo de clivagem das His tags demonstrou-se eficaz para as outras duas
construcdes, hHepl-Ndel (Figura 7B) e hHep1-Cdel (Figura 7C), conforme evidenciado pela
migracao da banda referente a dialise (T), a qual se posicionou a uma posi¢do mais baixa em
relacdo a obtida antes da incubag¢do com a enzima trombina. Além disso, observa-se a presenca
de uma banda nas canaletas (TA) e (B2), embora com menor intensidade, correspondente a
esses mutantes sem a His tag, indicando sua eluicdo em 75 mM de imidazol durante a segunda
cromatografia de afinidade. Essa reducao na concentracdo de imidazol em comparacdo com a
utilizada na primeira cromatografia de afinidade sugere a ocorréncia da clivagem. No entanto,
é perceptivel que essas proteinas recombinantes ainda mantém uma certa afinidade residual aos
fons Ni?* Tal fendmeno € atribuido & presenca do par de histidinas vicinais (106 e 107) na
regido Core. Provavelmente, esses residuos apresentam suas cadeias laterais (grupos imidazol)
orientadas para fora da estrutura, expostas ao solvente e, consequentemente, prontas para

interagir com os fons Ni?* presentes na resina da coluna de afinidade.

A fracdo das proteinas recombinantes eluidas com 75 mM de imidazol (B2) foi
submetida a uma cromatografia de exclusdo por tamanho, conforme apresentado na Figura 7D.
O perfil cromatografico obtido para as proteinas hHepl-Cdel, hHepl-Ndel e hHeplAmts
revelou a presenca de dois picos distintos. O primeiro pico, observado no volume morto da
coluna, sugere a presenca de oligdbmeros ou agregados da proteina alvo, enquanto o segundo
representa a proteina recombinante em sua forma monomeérica. No caso do mutante hHepl-
Cdel, entre 90 e 110 mL, observou-se a formacdo de picos inespecificos ao final da corrida,
indicando possiveis sinais de degradacdo. Essa degradacgdo foi corroborada ndo apenas pelo
cromatograma, mas também pela precipitacdo observada durante a didlise para troca do tampéo.
Dessa forma, torna-se evidente que essa condi¢do experimental é mais adequada para os
mutantes hHepl-Ndel e para a proteina hHepl Amts, enquanto para o hHepl-Cdel, outra
condicdo se faz necessaria visando garantir sua estabilidade e evitar a degradacdo durante o

processo.
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b) 22 Condicdo: presenca de ions fosfato e pH ideal para hHepl-Cdel

O processo de purificagdo do mutante hHepl-Cdel realizado na segunda condic¢ao
experimental, foi detalhadamente descrito nas Figuras 8 e 9. A Figura 8 apresenta um resumo
das etapas de cromatografia de afinidade, bem como o perfil de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) das amostras coletadas até a primeira cromatografia de afinidade.
Foram realizadas eluicbes com concentragdes crescentes de imidazol (20 mM, 75 mM, 150
mM, 300 mM e 500 mM) para determinar a concentracdo ideal para a eluicdo da proteina em
ambas as cromatografias.
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Figura 8. Primeira e segunda cromatografia de afinidade do mutante hHep1-Cdel.

(A) e a andlise por SDS-PAGE. (A) Primeira e segunda cromatografia de afinidade é apresentada em preto e
magenta, respectivamente; em vermelho € apresentado o aumento da concentracdo do tampdo B. (B) SDS-PAGE
das amostras do (P) pellet obtido ap6s centrifugacéo; (S) sobrenadante ap6s centrifugacdo; (TA) amostra eluida
em 20 mM de imidazol; (A1) amostra eluida em 75 mM de imidazol; (A2) amostra eluida em 150 mM de imidazol;
(A3) amostra eluida em 300 mM de imidazol; (A4) amostra eluida em 500 mM de imidazol.

Fonte: autoria propria.

Na primeira cromatografia, representada em preto na Figura 8A, observou-se a elui¢do
de parte dos contaminantes retidos na coluna, por meio de interacfes eletrostaticas
inespecificas, empregando-se uma baixa concentracdo de imidazol (20 mM), enquanto a fracéo
de interesse foi obtida com 300 mM de imidazol, evidenciando a formagéo de um pico referente
a hHepl-Cdel. Em concentracdes superiores (500 mM), ndo foi observado sinal de absorbancia
referente a eluicdo proteica no cromatograma. O perfil de SDS-PAGE (Figura 8B) revelou o
aparecimento de trés bandas distintas: A2 corresponde a amostra eluida em 150 mM de
imidazol, A3 a amostra eluida em 300 mM de imidazol, e A4 a amostra eluida em 500 mM de

imidazol, sugerindo que a proteina é principalmente eluida em 300 mM de imidazol.
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Ap0s a incubacdo da amostra coletada em 300 mM de imidazol com a enzima trombina,
foi realizada uma segunda cromatografia de afinidade ao Ni?*, com o objetivo de selecionar os
mutantes hHepl-Cdel cujas His tags tenham sido clivadas. Os resultados desta etapa séo
apresentados em magenta na Figura 8A, evidenciando uma maior fracdo de proteina eluida em
75 mM de imidazol quando comparada a eluicdo em tampdo sem imidazol. Nao foram
observadas elui¢des de proteinas em concentragBes superiores, sugerindo uma alta eficiéncia

na clivagem da His tag.

A analise da pSEC e do perfil de SDS-PAGE das amostras coletadas ao longo do
processo de purificacdo estd documentada na Figura 9. A fracdo eluida com 300 mM da
primeira cromatografia de afinidade foi submetida & pSEC para comparar o perfil
cromatografico entre os mutantes com e sem a His tag, como ilustrado na Figura 9A em

vermelho.

O mutante hHep1-Cdel foi submetido a dialise com trombina e, posteriormente, a uma
segunda cromatografia de afinidade. A fracdo eluida com 75 mM de imidazol foi aplicada em
uma coluna de cromatografia de exclusdo por tamanho, cujo perfil cromatografico esta
representado em preto na Figura 9A. O cromatograma revela a presenca de fragdes eluidas,
formando dois picos centrados, um em 40 mL (volume morto da coluna) e outro em 70 mL (C).
A amostra coletada referente ao segundo pico foi submetida a analise de SDS-PAGE, cujos

perfis eletroforéticos sdo apresentados na Figura 9B e 9C.
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Figura 9. Cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa e o padrdo por SDS-PAGE do mutante hHep1-
Cdel.

(A) Perfil cromatogréfico da exclusdo molecular da hHep1-Cdel com e sem histidina. (B) SDS-PAGE das amostras
da (V1) fracdo do volume morto da cromatografia de exclusdo por tamanho da hHep1-Cdel com histidina; (C1)
fracdo eluida entre 70 e 80 mL da cromatografia de exclusdo por tamanho da hHep1-Cdel com histidina; (D1)
fracdo apds dialise na presenca de trombina; (TA) fracdo eluida em 20 mM na 22 afinidade; (A1) fragdo eluida em
75 mM da 22 afinidade; (\VV2) fragdo do volume morto da cromatografia de exclusdo por tamanho da hHep1-Cdel
sem histidina; (C2) fracdo eluida entre 70 e 80 mL da cromatografia de exclusdo por tamanho da hHep1-Cdel sem
histidina; (D2) 22 didlise da amostra C2. (C) SDS-PAGE das amostras da (A3) fragdo eluida em 300 mM na 12
afinidade; (D1) fracdo apds didlise na presenga de trombina; (AF) fracdo eluida em 75 mM na 22 afinidade; (C)
fracdo eluida entre 70 e 80 mL da cromatografia de exclusdo por tamanho da hHep1-Cdel sem a cauda de histidina;
(D2) 22 diélise da amostra C para troca de tampdo; (E1), (E2), (E3) e (E4) fracOes coletadas da D2 apds 24 h, 48
h, 72 h e 78 h, respectivamente.

Fonte: autoria propria

A avaliacdo das amostras coletadas ao longo da primeira cromatografia de afinidade,
segunda cromatografia de afinidade, dialise com a enzima trombina, pSEC e estabilidade da
amostra ao longo de aproximadamente quatro dias estd documentada na Figura 9B. A analise
desse perfil sugere a degradagdo da proteina em todos os passos cromatograficos, incluindo a
fracdo A3, referente & amostra coletada na primeira cromatografia de afinidade eluida com 300

mM de imidazol.

As amostras da hHep1-Cdel coletadas apds a primeira afinidade, dialise com a enzima
trombina, segunda cromatografia de afinidade ao niquel, exclusédo por tamanho e diélise para
troca de tampdo foram submetidas a analise de SDS-PAGE (Figura 9C). Observou-se que a
proteina hHepl-Cdel com a His tag (caneleta C1, Figura 9B) ndo apresentava sinais de

degradacdo. No entanto, para as bandas referentes as caneletas D1, Al, C2 e D2, a proteina
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hHep1-Cdel sem a cauda de histidina demonstrou algum grau de degradacao, evidenciado pela

formacéo de uma banda abaixo do esperado.

c) 32 Condicao: auséncia de ions fosfato e pH ideal para o mutante hHep1-Cdel

Conforme observado por uma mestranda do grupo para o mutante hHep1-Core (dados
ndo publicados), a presenca de ions fosfato no tampéo TKP pode interferir na estabilidade desse
mutante, levando a sua degradacéo, o que pode ocorrer também com o mutante hHep1-Cdel.
Portanto, uma nova condicdo foi testada, na qual o fosfato foi removido do tampao TKP,
resultando no tampdo denominado TK, composto por 25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM de
NaCl, 5 mM de KCl e 2 mM de B-mercaptoetanol.

O perfil cromatografico da primeira e segunda cromatografia de afinidade, bem como a
cromatografia de exclusdo por tamanho preparativa, estd documentado na Figura 10. Este
processo de purificacdo, realizado em tampéo TK, livre de ions fosfato, indicou que o mutante
hHep1-Cdel manteve o perfil durante a primeira e segunda cromatografia de afinidade, sendo
eluido em 300 mM e 75 mM de imidazol, respectivamente. As fracGes coletadas foram

avaliadas por SDS-PAGE e estéo representadas na Figura 11.

Na pSEC, observaram-se dois picos distintos (Figura 10B), uma fracdo eluindo o
volume morto (provavelmente uma forma agregada da proteina, descartada) e a proteina
monomérica. Essas fracBes foram coletadas e tiveram sua composicdo avaliada por SDS-
PAGE, cujos perfis eletroforéticos sdo apresentados na Figura 11.

Com base nos cromatogramas e nos perfis eletroforéticos fornecidos, é evidente que o
mutante hHep1-Cdel foi obtido em sua forma solivel e monomérica. Portanto, essa condi¢do
se revela ideal para a purificacdo desta proteina, uma vez que a auséncia dos ions fosfato
contribui para sua estabilidade. A peculiaridade observada na instabilidade temporal em
presenca de ions fosfato na proteina hHepl-Core (dados ndo mostrados) e para a hHep1-Cdel
contrasta com a alta estabilidade manifestada pela variante hHepl Amts sob essas mesmas
condicBes. Conforme discutido por Hunter (2012), os ions fosfato, devido as suas propriedades
de alta densidade negativa e extensa camada de solvatacdo, tém a capacidade de interagir com
nove residuos de aminoacidos especificos (serina, treonina, tirosina, arginina, lisina, histidina,
cisteina, aspartato e glutamina). Essa interacdo promove a formacéo de ligac6es de hidrogénio
e pontes salinas tanto intra quanto intermoleculares. Assim, a instabilidade observada para esses
mutantes pode ser atribuida a disponibilidade desses residuos de aminoacidos, que, na auséncia

das regides truncadas, ndo conseguem realizar suas interacGes naturais e podem interagir com
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os ions fosfato, resultando em perturbacGes em sua estrutura e facilitando o processo de
degradacdo. Apesar da presenca de uma banda abaixo do esperado ao longo do processo de
purificacdo, sugerindo uma possivel degradacdo, esta representa menos de 10% da amostra

total, ndo comprometendo a realizacdo das caracterizacdes estruturais.
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Figura 10. Perfil obtido durante a primeira e segunda cromatografia de afinidade (A) e a exclusdo por tamanho
preparativa (B) na auséncia de fosfato e pH ideal.
Fonte: autoria propria.
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Figura 11. Perfil eletroforético do mutante hHep1-Cdel obtido durante as etapas de purificacao.

(A) SDS-PAGE das amostras da (P) fragdo do pellet; (S) fracdo sobrenadante; (F) fracdo apds filtracdo; (TA)
fracdo eluida em 20 mM de imidazol; (Al) fracdo eluida em 75 mM de imidazol; (A2) fracdo eluida em 150 mM
de imidazol; (A3) fracdo eluida em 300 mM de imidazol; (A4) fragdo eluida em 500 mM de imidazol. (B) SDS-
PAGE das amostras da (D1) fragdo apds dialise com trombina; (TA) fracdo amostra eluida em 20 mM de imidazol
na 22 afinidade; (A1) fragdo eluida em 75 mM; (A2) fragdo eluida em 150 mM de imidazol; (A3) fracéo eluida em
300 mM de imidazol; (A4) fracdo eluida em 500 mM de imidazol; (\VV0) fracdo do volume morto; (C) fracdo eluida
da cromatografia de exclusdo por tamanho no intervalo 70 e 80 mL; (D2) fracdo apds dialise para troca de tampao.
Fonte: autoria propria.

Dado que as caracterizagOes estruturais devem ser conduzidas em tampdo TK, esta
condicdo sera mantida para as construgdes abordadas neste estudo, incluindo hHep1-Ndel,
hHepl-Cdel, hHepl-Core e hHepl Amts, a fim de possibilitar uma analise comparativa. Dessa
forma, foi realizada a purificacdo da hHepl1Amts e hHep1-Ndel na auséncia de fosfato e com

seu respectivos pH (ver Tabela 4).
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Os cromatogramas e os perfis eletroforéticos da proteina hHeplAmts foram
detalhadamente analisados e estdo apresentados na Figura 12. Na Figura 12A, destacada em
azul escuro e azul claro, sdo delineadas as etapas da primeira e segunda cromatografia de
afinidade ao niquel, respectivamente. E possivel observar que uma fracdo dos contaminantes,
retida na coluna devido a interagBes eletrostaticas ndo especificas, ¢ eluida com uma
concentracdo inicialmente baixa de imidazol, enquanto a fracdo desejada é obtida com uma
concentracdo de 300 mM de imidazol, similarmente ao observado para a proteina hHep1-Cdel.
Apds a etapa de incubacdo da amostra com a enzima trombina, foi conduzida uma segunda
cromatografia de afinidade ao Ni%* cujos resultados s&o exibidos na Figura 12A, em azul claro,
evidenciando uma maior fragdo de proteina eluida em 75 mM de imidazol em comparagdo com
a eluicdo em tampdo sem imidazol. O processo de clivagem das His tags demonstrou ser
eficiente, conforme indicado pela menor concentracéo de imidazol necessaria para a eluicdo da

maior fracdo de proteina em comparacdo com a primeira cromatografia de afinidade.
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Figura 12. Perfil obtido durante a primeira e segunda cromatografia de afinidade da proteina hHep1Amts
(A), excluséo por tamanho preparativa (B) e o perfil eletroforético coletado durante as etapas de purificacdo (C).
(C) SDS-PAGE das amostras da (P) fracdo do pellet; (S) fracdo sobrenadante; (A3) fracdo eluida em 500 mM de
imidazol na primeira afinidade; (D1) fracdo apos dialise com trombina; (Al) fracdo eluida em 75 mM segunda
afinidade; (C) fracdo eluida da cromatografia de exclusdo por tamanho.
Fonte: autoria propria.

As amostras obtidas ao longo dos processos de cromatografia de afinidade inicial e

subsequente, didlise utilizando trombina e cromatografia de exclusdo molecular, foram

minuciosamente analisadas em relagdo ao seu perfil eletroforético, como ilustrado na Figura
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12C. A eliminacdo dos ions fosfato dos tampdes de purificagdo resultou em um processo
consideravelmente mais eficiente, evidenciado pelo aumento do rendimento, estabilidade e

obtencdo das proteinas recombinantes de forma solGvel, monomérica e sem sinais de

degradacéo.
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Figura 13. Perfil obtido durante a primeira e segunda cromatografia de afinidade do mutante hHep1-Ndel.

(A), exclusédo por tamanho preparativa (B) e o perfil eletroforético coletado durante as etapas de purificagdo (C).
(C) SDS-PAGE das amostras da (P) fragdo do pellet; (S) fragdo sobrenadante; (A3) fragdo eluida em 500 mM de
imidazol na primeira afinidade; (D1) fracdo apos dialise com trombina; (A1) fracdo eluida em 75 mM segunda
afinidade; (C) fracdo eluida da cromatografia de exclusdo por tamanho.

Fonte: autoria propria.

Os resultados obtidos para a proteina hHep1-Ndel seguem um padrdo semelhante aos
observados para a hHepl Amts, como demonstrado nos cromatogramas e perfis eletroforéticos
detalhadamente analisados e apresentados na Figura 13. Assim como na hHepl1Amts, a primeira
e segunda cromatografia de afinidade ao niquel revelaram uma eluicdo eficaz dos
contaminantes, seguida pela obtencdo da fracdo desejada com uma concentracao de 300 mM
de imidazol. Apos a etapa de incubagdo com a enzima trombina, a segunda cromatografia de
afinidade ao Ni%* também resultou em uma maior fragdo de proteina eluida em 75 mM de
imidazol em comparagdo com a eluigdo em tampdo sem imidazol, indicando a eficacia do
processo de clivagem das His tags. Esses resultados corroboram com a eficiéncia e consisténcia

do metodo de purificacdo aplicado, garantindo a obtencédo de proteinas soltveis e monoméricas.
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4.2. Anélise estrutural
4.2.1. Anaélise estrutural pelo AlphaFold

A determinacéo da estrutura tridimensional (3D) dos mutantes truncados da proteina
hHep1 foi conduzida por meio da aplicacdo do software AlphaFold. Este estudo buscou analisar
e compreender as caracteristicas estruturais dessas variantes, visando elucidar potenciais
modificagOes conformacionais resultantes das mutagdes introduzidas.

Inicialmente, procedeu-se o alinhamento das sequéncias de aminoacidos
correspondentes as estruturas das variantes mutantes, conforme ilustrado na Figura 14. Este
alinhamento permitiu a identificacdo de regides de similaridade e diferenca entre as sequéncias
analisadas. A partir do alinhamento das sequéncias, tornou-se possivel discernir padrGes de
conservacdo e divergéncia entre as variantes mutantes estudadas, evidenciada pela area
delimitada na caixa azul na referida figura. Esse processo é crucial para compreender as
implicacdes funcionais das mutacGes observadas, uma vez que as alteracdes na estrutura de uma

proteina podem afetar diretamente sua funcéo bioldgica.
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Figura 14. Alinhamento das sequéncias da hHepl completa, hHeplAmts, hHepl-Ndel, hHep1-Cdel e hHepl-
Core, realizado pelo software The UniProt Consortium: the Universal Protein Knowledgebase in 2023.
Fonte: autoria propria
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Essas sequéncias foram submetidas no software AlphaFold e o resultado da predicéo
das estruturas tridimensionais dos mutantes truncados da hHepl podem ser encontrados na
Figura 15A, em que suas estruturas foram alinhadas utilizando o software Chimera. A partir
dessa predicdo, podemos identificar que os truncamentos ndo acometeram a estrutura
secundaria e terciaria da regido com funcdo conhecida (Core). Esse dado corrobora com o0s
dados aqui apresentados para os experimentos de Dicroismo Circular e de Espectroscopia de
Emissao por Fluorescéncia, em que a remocéo das regides ndo afeta sua estrutura diretamente.
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Figura 15. (A) Alinhamento das estruturas hHepl-Ndel, hHepl-Cdel e hHepl-Core obtidas pelo software
AlphaFold e realizado no Chimera. (B) Estrutura da hHeplAmts indicando as estruturas secundarias. Estrutura
hélice a indicada pela seta em vermelho.

Fonte: autoria propria.

No entanto, a analise comparativa das estruturas tridimensionais dos mutantes truncados
da proteina hHep1 em relagdo a hHep 1 Amts (proteina completa), esta ultima caracterizada pela
auséncia de quaisquer truncamentos, revelou diferencas minimas na similaridade estrutural e
espacial entre essas variantes. Ao realizar o alinhamento das estruturas dos mutantes com a
hHeplAmts, conforme representado na Figura 16, observou-se uma baixa congruéncia
estrutural e espacial. Além disso, para uma analise em 360 °, acesse a estrutura da hHeplAmts

em forma de video.

Tal disparidade provavelmente decorre da remocao das regides terminais nas variantes
mutantes, o que resulta em alteracGes na conformacdo da proteina. Em particular, a remocao
dessas regides terminais € associada a emergéncia de uma alfa-hélice no nucleo proteico, como
indicado pela seta vermelha na Figura 15A. Além disso, é possivel identificar na Figura 15B
que essa alfa-hélice ndo se faz presente na estrutura da hHeplAmts. A presenca dessa alfa-
hélice no Core da proteina influencia substancialmente as caracteristicas estruturais e,
consequentemente, a predicdo da sua conformacéo espacial. Essas observacgdes sugerem que 0s
truncamentos introduzidos nos mutantes da hHepl provocam essas modificagdes na estrutura

do Core, no entanto por se tratar de um software de predicao, € dificil inferir que isso realmente


https://drive.google.com/file/d/1i4BbIiCo4OJ0taAe8-aqb4Jygr0lv63E/view?usp=drive_link
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aconteca. Dessa forma, é necessaria a realizagdo das caracterizagdes por meio de técnicas com

acuracia bem estabelecida como as técnicas aqui utilizadas.

M hHeplAmts
I hHepl

M hHeplAmts
I hHep1-Ndel

M hHeplAmts Il hHeplAmts
hHep1-Cdel hHep1-Core

Figura 16. Alinhamento das estruturas hHep1-Ndel, hHepl-Cdel e hHepl-Core com a hHepl1Amts obtidas pelo
software AlphaFold e realizado no Chimera.
Fonte: autoria propria.

4.2.2. Dicroismo circular e Espectroscopia de emissao por fluorescéncia

O perfil da variacdo da elipticidade molar em funcdo do comprimento de onda dos
mutantes hHepl-Ndel, hHepl-Cdel, hHepl-Core e a proteina hHeplAmts é apresentado na
Figura 17. Para fins comparativos, 0s espectros das proteinas recombinantes (Figura 17A),
obtidos separadamente, foram sobrepostos, como é apresentado na Figura 17B. O espectro do
mutante hHep1-Cdel (magenta) e a hHepl1-Core (cinza) tiveram praticamente o0 mesmo perfil,
0 qual possui um sinal minimo em 218 nm, indicando a presenca de estruturas em folha-f.
Também é possivel notar um ombro em 210 nm e uma banda negativa de menor intensidade

em 200 nm, que apontam a presenca de estruturas hélices a e random coils, respectivamente.
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Essa semelhanca estrutural também foi avaliada para o mutante hHepl-Ndel (vermelho) e

hHeplAmts (azul), em que o espectro detém bandas mais negativas em 205-208 nm.
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Figura 17. Caracterizacdo estrutural das proteinas recombinantes hHep1-Ndel, hHepl-Cdel, hHepl-Core e a
proteina hHep1Amts por espectropolarimentria de CD na janela de 260 a 195 nm.
(A) Espectros para cada uma das proteinas recombinantes. (B) Espectros das proteinas recombinantes

sobrepostos.
Fonte: autoria propria.

Os dados obtidos nas medidas de espectropolarimetria de CD foram utilizados para
realizar um célculo de deconvolugdo, empregando o software CDNN Deconvolution, o qual é
apresentado na Tabela 5. Para realizar a comparagao entre os mutantes, vale ressaltar que essas
analises sdo referentes a porcentagem de estrutura secundaria, no entanto, por se tratar de
proteinas recombinantes que foram truncadas, eles possuem quantidades de residuos de
aminoacidos divergentes (Tabela 2). A comparacdo dos dados na Tabela 5 indica uma
diminuigdo de folhas B para o mutante hHep1-Ndel em relagcdo a hHeplAmts, indicando que a
remocao do N-terminal colabora para esse decréscimo. Além disso, houve um aumento de
estruturas Hélices o para esse mutante quando comparado com a hHeplAmts. No entanto, a
deconvolugdo sugere que a remocdo das regibes N- e C- terminais ndo afetam

significativamente a estrutura do Core.

Tabela 5. Comparativo entre a Deconvolucéo dos sinais de espectropolarimetria de CD para os mutantes hHep1-
Ndel, hHep1-Cdel, hHepl1-Core e a proteina hHepl Amts.

Deconvolucao dos sinais de espectropolarimetria de CD

hHeplamts (%) hHepl-Ndel (%) hHepl-Cdel (%) hHepl-core(%)

Hélice a 9 13 11 11
Folhas B 36 28 32 35
Voltas 21 22 21 20
Random Coils 34 37 36 35

4.2.3. Cromatografia de exclusdo por tamanho analitica (aSEC)

As propriedades hidrodinamicas das proteinas hHepl1-Core, hHep1-Cdel e hHepl foram

submetidas a avaliacdo por aSEC, cujo cromatograma resultante é apresentado na Figura 18. O
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perfil observado revela picos localizados em 18 mL, 17 mL e 16 mL, correspondentes aos
mutantes hHepl-Core, hHepl-Cdel e hHepl, respectivamente, sugerindo a presenca de
sistemas monodispersos em todos 0s casos. Por meio da construgdo de uma curva analitica com
padrdes de massa molecular (MM), foi possivel determinar as massas moleculares aparentes
(MMagpp) para estas estruturas, resultando em valores de 19 + 3 kDa, 25 + 3 kDa e 39 + 4 kDa,
respectivamente. A relagéo entre os raios de sedimentacdo (RS) dos padrdes moleculares em
fungéo de seus valores de -log (Kav 1/2) permitiu a estimativa dos raios de sedimentacgdo para
a hHep1-Core de 20 A, para a hHep1-Cdel de 23 A, e para a hHepl de 27 A. Esses dados
experimentais foram compilados na Tabela 6, juntamente com os dados tedricos para o raio
hidrodinamico de uma esfera de mesma massa molecular e densidade, calculados pelo software

SEDNTERP.
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Figura 18. Cromatograma de aSEC, com énfase no intervalo de elui¢do dos mutantes truncados.

Na parte superior ¢ indicado os volumes de eluicio dos padrdes de MM: apoferritina (480 kDa, 67A), y-globulina
(160 kDa, 48 A), BSA (67 kDa, 36 A), anidrase carbdnica (30 kDa, 24 A) e citocromo ¢ (12,3 kDa, 14 A).
Fonte: autoria propria.

Tabela 6. Comparativo entre os dados hidrodindmicos dos mutantes hHepl, hHep1-Core e hHep1-Cdel.

Propriedades Hidrodinamicas

MMapp (kDa) Rs (A)
hHepl- hHep1- hHepl- hHepl-
hHepl Core Cdel hHepl Core Cdel
Mondmero 13,8 10,7 12,1 16,1 14,8 15,4
Experimental 394  19+3 25+ 3 27 +1 20+1 23+1

f/fo - - - 1,67+0,07 1,35+0,06 1,49 +0,07
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A analise comparativa entre os dados teoricos obtidos através do software SEDNTERP
e os dados experimentais provenientes da cromatografia de excluséo por tamanho (aSEC) revela
que a massa molecular aparente (MMapp) determinada experimentalmente é maior do que a MM
calculada para um monémero globular tedrico, enquanto o valor do raio de sedimentacdo (RS)
é superior ao de um mondmero. Essas caracteristicas hidrodinamicas sugerem que 0s mutantes
estdo presentes predominantemente na forma monomérica, uma vez que a MMapp determinada
ndo é suficientemente elevada para indicar a existéncia de um dimero. O maior valor de RS é
justificado pelo calculo do f/fo, que indica que a hHep1-Core € predominantemente monomérica
e levemente alongada. Por sua vez, o mutante hHep1-Cdel é mais alongado em comparacéo
com a hHepl-Core, mas ainda se mantém predominantemente monomérico, assim como a
hHep1l.

As analises hidrodindmicas conduzidas por Dores-Silva et al. (2013) sugerem que a
hHeplAmts (contendo vicinais His tag) assume predominantemente uma conformagéo
monomérica alongada em solucdo, com um fator de forma (f/fo) de 1,4. A comparacao desses
resultados indica que a hHepl-Core possui uma estrutura tridimensional ligeiramente mais
globular do que a hHepl Amts, 0 que estd em concordancia com a auséncia das regides N e C-
terminais, que foram truncadas. A eliminacao da regido C-terminal sugere que essa construgéo
€ menos compacta e globular do que a regifo desprovida de ambas as extremidades. E razoavel
inferir que o mutante hHep1-Ndel apresente um perfil mais alongado e semelhante a proteina
completa. Esses dados, em conjunto, indicam que as regides N- e C-terminais sdo flexiveis e

ndo possuem uma estrutura organizada definida.

4.3. Analise da estabilidade
4.3.1. Estabilidade temporal

Os resultados das analises de integridade estrutural ao longo do tempo para 0s mutantes
em estudo sdo apresentados na Figura 19. Na Figura 19A, é mostrado o perfil eletroforético da
hHeplAmts, evidenciando uma estabilidade temporal de até 72 h a 4°C. Essa mesma
estabilidade € observada nos mutantes hHep1-Cdel, hHep1-Ndel e hHepl1-Core (dados obtidos
pela mestranda do grupo), indicando que na auséncia de ions fosfato, essas proteinas ndo sofrem

degradacéo significativa ao longo de 72 h.
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Figura 19. Avaliacdo da integridade estrutural dos mutantes hHep1-Ndel, hHep1-Cdel, hHepl-Core e a proteina
hHep1Amts em funcédo do tempo.

(A) SDS-PAGE das amostras em comparacdo aos padrdes de MM (M) eluato da primeira cromatografia de
afinidade ao niquel (A3) para a proteina hHeplAmts e a amostra ap6s a exclusdo molecular. Em (B) e (C) sdo as
mesmas amostras para 0s mutantes hHep1-Ndel e hHepl-Cdel, respectivamente. (D) SDS-PAGE das amostras em
comparacao aos padrdes de MM (M), de células ndo induzidas (NI) e induzidas (I) para o mutante hHep1-Core
(dados representativos).

Fonte: (A), (B) e (C) de autoria prépria, (D) adaptado de dados ndo publicados pelo grupo.

4.3.2. Estabilidade quimica

O perfil do processo de desnaturacdo dos mutantes da hHepl foi avaliado na presenca
do agente caotrépico GndHCI e para a proteina hHepl também foi avaliado na presenca de
ureia. Foram preparadas solucdes estoque de ambos os agentes em tampao TK (pH 7,4). As
concentragdes foram aferidas pela variacdo na viscosidade da solucdo, verificada pelas
mudancas nos indices refratarios entre o tampao e a solugdo (An). A correlagdo entre 0 An ¢ a

concentracéo de GndHCI foi determinada por Pace, Shirley e Thomson (1989), descritas por:

[GndHCI] = 57,147(An) + 38,68(An)? + 91,60(An)?

Amostras do mutante hHepl-Ndel, hHepl-Cdel e hHepl foram tratadas com
concentragfes crescentes do agente caotropico GnHCI, com intervalos de 0,5 M. Para o
experimento com GndHCI, aplicou-se um intervalo de 0 a 6 M, em que foi obtida a
concentracdo média de transi¢do (Cm) a fim de verificar a estabilidade quimica desta proteina
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mutante. Para isso foram realizados experimentos na presenca de concentragdes crescentes de

GndHClI, sobre a proteina, em que a excitacdo da sonda ocorreu em 295 nm.

As alteragbes estruturais causadas por cada concentracdo deste agente foram
monitoradas pela variagdo no ambiente da sonda intrinseca do W115 por meio de anélises de
emissdo de fluorescéncia. Foram analisados trés aspectos: os espectros obtidos, o <A> destes
espectros ¢ de seus Amax de emisséo. Os perfis obtidos s&o apresentados na Figura 20, onde as
curvas representadas em 1A sdo referentes aos espectros das proteinas para as concentragdes 0

M (preto), 1,5 M (vermelho) e 6 M (azul) do agente caotropico GndHCI.
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Figura 20. Avaliagdo da estabilidade quimica da hHep1-Ndel frente ao agente deshaturante GndHCI.

Em (A) é apresentado o espectro de emissdo de fluorescéncia para a proteina enovelada (preto), na Cr, do agente
desnaturante (vermelho) e em concentracao saturante (azul). Em (B) sdo mostrados 0s espectros normalizados para
as concentragdes crescentes de GndHCI. Em (C) sdo apresentadas as variagdes nos <A> em fung¢io da concentragdo
de GndHCI.

Fonte: autoria propria.

O perfil desses espectros indica que ocorre um deslocamento para maiores valores A
conforme ha um aumento na concentragdo do agente desnaturante, concomitantemente, hd uma
diminuig&o na intensidade de fluorescéncia. Esse deslocamento também pode ser identificado
na Figura 20B, em que com 0 aumento da concentragcdo de GndHCI a sonda fluorescente esta
sendo exposta ao solvente e, por isso, sendo deslocada para o vermelho. O perfil da variagéo
do <A> em fungédo das concentragcdes de GndHCI pode ser encontrado na Figura 20C. A partir
dessa curva foi estimado a concentracdo média de transicdo de 1,4 M, por isso a representacao
do espectro da concentracdo 1,5 M em vermelho na Figura 1A. Por meio dessa curva, é possivel
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analisar que em concentra¢@es acima de 3,5 M de GndHCI o <A> dessa proteina manteve uma
constancia, indicando uma estabilizagéo.

Nas Figuras 21A e B sdo comparados 0s espectros obtidos em trés condigdes da hHepl-
Core e hHepl-Cdel enovelada, na auséncia de agente caotropico; aproximadamente na Cm
destes agentes, estimada empregando os dados de <A>; e na concentragdo maxima de agentes
caotrépicos utilizadas. Os perfis dos espectros em diferentes concentracbes mostram um
deslocamento para maiores valores de A conforme ha o aumento nas concentragdes do agente

caotropico. Esse perfil também foi observado para a hHep1-Ndel.
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Figura 21. Avaliacdo da estabilidade quimica dos mutantes hHepl-Core e hHepl-Cdel frente ao agente
desnaturante GndHCI.

Em (A) e (B) é apresentado o espectro de emissdo de fluorescéncia para a proteina enovelada (preto), na Cr, do
agente desnaturante (vermelho) e em concentracdo saturante (verde e azul).

Fonte: autoria propria.

O perfil da variagdo da média do comprimento de onda (<A>) em relagdo as
concentracdes de GndHCI foi analisado para os mutantes hHep1-Cdel e hHep1-Core. Com base
nessas curvas, foi estimada uma concentracdo média de transicao de 1,5 M para a hHepl1-Core
e de 1,9 M para a hHepl-Cdel. Observou-se que em concentracdes superiores a 3,5 M de
GndHCI, o centro de massa espectral desses mutantes permaneceu estavel, semelhante ao

observado para a hHep1-Ndel, indicando estabilizacdo e constancia.



49

360
B hHep1-Cdel
@® hHep1-core
358 |- A hHep1-Ndel
—— Boltzmann Fit of Sheet1 B"cdel"
—— Boltzmann Fit of Sheet1 C"core'|
—— Boltzmann Fit of Sheet1 D"ndel'|
356
E 354
[ =
S—
A 352
<
Vv

350

348

346

GndHCI (M)
Figura 22. Curva do ajuste por Boltzmann das variagdes nos <A> em fungdo da concentragdo de GndHCI para os
mutantes hHep1-Cdel, hHep1-Core e hHep1-Ndel sobrepostos.
Fonte: autoria propria.

Com o propésito de analise comparativa, os perfis de variacdo do parametro <A> em
funcdo das concentracfes de guanidina hidrocloreto (GndHCI) foram sobrepostos para 0s
mutantes hHepl-Ndel, hHepl-Cdel e hHepl-Core, conforme ilustrado na Figura 22. A
interpretacdo dos espectros resultantes sugere uma similaridade no processo de desnaturagédo
desses mutantes. Entretanto, devido a natureza gradual dos perfis de varia¢ao do indicador <A>,
a determinacdo precisa da concentracdo média na qual ocorre a desnaturacao, representada pelo
valor de Ci, ndo pOde ser realizada de forma conclusiva. Consequentemente, a caracterizagdo
detalhada da transicdo de deshaturacdo esta sendo conduzida através da utilizacdo do agente
desnaturante ureia, embora os dados relacionados a essa abordagem ainda estejam em fase de

analise e ndo tenham sido finalizados.

Essa abordagem complementar permitird uma compreensdo mais abrangente e precisa dos
mecanismos de desnaturacdo quimica das proteinas em estudo. Esses resultados séo
fundamentais para uma analise aprofundada das propriedades estruturais e termodinamicas dos
mutantes hHep1-Ndel, hHep1-Cdel e hHepl-Core.
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5. CONCLUSAO

Os mutantes foram desenhados com regides N- e C-terminais truncadas, bem como um
mutante contendo apenas o dominio "dedo de zinco" (hHepl-Core), com o objetivo de
identificar as principais regides responsaveis por sua funcéo. Experimentos foram realizados
para analisar a estrutura secundéria e terciaria usando dicroismo circular e espectroscopia de
fluorescéncia, respectivamente. Os resultados indicaram similaridades estruturais entre hHep1-
Ndel e hHeplAmts, assim como entre hHep1-Cdel e hHepl-Core. Além disso, foi observada
uma estabilidade temporal das proteinas por até 72 horas a 4°C, bem como sua estabilidade
quimica frente ao agente desnaturante GndHCI, com valores de Cm de 1,4 M, 1,9 Me 1,5 M
para hHepl-Ndel, hHepl-Cdel e hHepl-Core, respectivamente. As propriedades
hidrodinamicas dos mutantes foram determinadas por cromatografia de exclusdo por tamanho
analitica, evidenciando que todas as proteinas sdo monoméricas, com hHepl-Core mostrando
uma estrutura mais globular em comparacdo com a estrutura completa. Esses resultados
sugerem que os protocolos e condi¢des utilizados sdo adequados para a expressdo, purificacao
e caracterizacdo dessas proteinas recombinantes, representando um avanco significativo nesta

area de estudo.

Em virtude dos resultados apresentados, esta pesquisa obteve éxito significativos na
expressao, purificacdo e caracterizacdo estrutural dos mutantes truncados da proteina hHepl,
abordando aspectos cruciais para a compreensao de sua estrutura e importancia na manutengéo
da homeostase celular. Por meio de uma analise meticulosa das propriedades das proteinas
recombinantes, englobando sua estabilidade temporal, estabilidade quimica e caracteristicas
hidrodinamicas, foram delineados protocolos e condi¢Ges 6timas para a conducdo desses
experimentos. Os resultados obtidos ndo apenas enriquecem nossa compreensao acerca da
estrutura da proteina hHepl, mas também representam um avango cientifico significativo, com
potencial para orientar futuras pesquisas nesta area de estudo. Consequentemente, é possivel
concluir que os achados deste estudo proporcionam uma base solida para o continuo progresso
e a conclusdo bem-sucedida desta linha de pesquisa, consolidando assim sua relevancia e

contribuicdo para o avanco do conhecimento em biogquimica e biologia molecular.
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