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RESUMO

A proteina Pb27 de Paracoccidioides brasiliensis € um antigeno que tem sido
estudado para a producédo de vacinas e no diagndéstico da Paracoccidioidomicose
(PCM), principal micose sistémica da América Latina, cuja importancia
epidemiologica se deve a extensa area de endemicidade no Brasil, e ao
acometimento de trabalhadores rurais em idade ativa. Recentemente, o primeiro
modelo de estrutura da Pb27 foi determinado por cristalografia por difracédo de
raios-X, e através de estudos de homologia estrutural a proteina foi classificada como
uma nucleotidiltransferase de fungado desconhecida. Além disso, a triagem virtual de
ligantes e estudos de ressonéncia nuclear magnética identificaram o nucleotideo
citidina trifosfato (CTP) como provavel ligante da proteina. A fim de caracterizar
quantitativamente a interacdo da Pb27 com esse nucleotideo, foram realizados
ensaios de interacdo por supressdo de fluorescéncia de triptofano, fluorimetria
diferencial de varredura e calorimetria de titulacdo isotérmica. Os resultados
indicaram uma interagdo fraca, com constante de dissociagdo da ordem de 102 M,
exotérmica (AH = -34,3 KJ/mol) e exergbnica (AG = -15,9 KJ/mol). Além disto, foram
feitos estudos preliminares da utilizacdo da proteina para a detecgdo de anticorpos
anti-Pb27 em um biossensor impedimétrico, para futura utilizagdo no diagndstico da
PCM. Os resultados indicaram o reconhecimento dos anticorpos pela proteina, por
anadlise de espectroscopia de impedancia eletroquimica. Porém, ainda sao
necessarios mais estudos para a padronizagdo dos biossensores, e futuros testes

com o soro de pacientes.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Pb27, nucleotidiltransferase, proteina
recombinante, interagdo proteina-ligante, constante de dissociagdo, biossensores.



ABSTRACT

The protein Pb27 from Paracoccidioides brasiliensis is an antigen that has been
studied for the production of vaccines and in the diagnosis of Paracoccidioidomycosis
(PCM), the main systemic mycosis in Latin America, which epidemiological
importance is due to its extensive area of endemicity in Brazil, and to the involvement
of active age rural workers. Recently, the fist structure model of Pb27 was determined
by X-ray diffraction crystallography, and by structural homology studies the protein
was classified as a nucleotydiltransferase of unknown function. In addition, virtual
ligand screening and nuclear magnetic resonance studies have identified cytidine
triphosphate (CTP) nucleotide as a likely protein ligand. In order to characterize
quantitatively Pb27’s interaction with this nucleotide, interaction assays were
performed by quenching of tryptophan fluorescence, differential scanning fluorimetry
and isothermal titration calorimetry. The results indicated a weak interaction, with a
dissociation constant of 103 M order, exothermic (AH = -34,3 KJ/mol) and exergonic
(-15,9 KJ/mol). Moreover, we carried out preliminary studies on the protein’s use in
detection of anti-Pb27 antibodies in an impedimetric biosensor, for future use in PCM
diagnosis. The results indicated the recognition of antibodies by the protein, by
electrochemical impedance spectroscopy analysis. However, more studies are still

needed for the standardization of biosensors, and future tests with patient sera.

Keywords: Paracoccidioidomycosis, Pb27, nucleotydilttransferase, recombinant
protein, protein-ligand interaction, dissociation constant, biosensors.
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1 INTRODUGAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) constitui a principal micose sistémica da
América Latina, sendo causada por fungos do género Paracoccidioides. Como uma
doenca infecciosa tropical e de carater ocupacional, que afeta principalmente
trabalhadores rurais em idade ativa, ainda s&o necessarios esfor¢os para o controle
publico da doencga (Martinez, 2017; Shikanai-Yasuda et al., 2017). Diversos fatores
dificultam seu diagndstico e levantamento epidemioldgico: a falta de informacgao,
acesso ou procura por atendimento clinico; a progressao lenta, com frequente
auséncia de sinais e sintomas; ou ainda presenga de sintomas inespecificos, e por
fim, a auséncia de notificagdo compulséria. Apesar de possuir as caracteristicas de
uma doenga tropical negligenciada, ainda € necessario o reconhecimento oficial da
PCM como tal pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (Griffiths et al., 2019).

Com relagao ao diagnostico da doenga, a aplicagdo de métodos soroldgicos se
faz necessaria, como alternativa a pouca sensibilidade dos métodos micoldgicos, e a
inespecificidade dos exames clinicos. O ultimo consenso da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical sobre o manejo clinico da PCM aponta a necessidade de “prover
antigenos estaveis e reprodutiveis de Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii na rede
publica de saude”, e de “padronizar uma técnica soroldgica para diagnostico e
acompanhamento a nivel nacional”’ (Shikanai-Yasuda et al., 2017), devido a auséncia
de padronizacao ou oferta comercial de antigenos, e consequente variabilidade nos
resultados de diagndstico.

Antigenos recombinantes tém sido investigados como alternativa para a
obtencdo de moléculas estaveis com aplicagdes clinicas. Dentre eles, a proteina
Pb27 de P. brasiliensis tem se demonstrado util no reconhecimento de anticorpos do
soro de pacientes infectados (Ortiz et al., 1998; Correa et al., 2006; Fernandes et al.,
2011a), além de promover protegdo contra lesbes quando utilizada na PCM
experimental (Reis et al., 2008; Fernandes et al., 2011b; Morais et al., 2015).

Muitas moléculas identificadas como antigenos nao tém sua fungao biolégica
conhecida. A caracterizagao estrutural e bioquimica dessas moléculas permite um
maior entendimento sobre sua fungdo, seu reconhecimento pelo sistema imune, e
sua estabilidade a nivel molecular. Presume-se que o antigeno Pb27 seja um fator de
viruléncia e tenha importancia na interagao patdégeno-hospedeiro (Matute et al., 2008).

Recentemente, Coitinho et al. (2019) publicaram um trabalho sobre a caracterizagao
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imunoldgica e estrutural da Pb27, onde pela primeira vez um modelo estrutural da
proteina foi gerado, e uma possivel fungdo enzimatica foi atribuida com base em sua
estrutura: uma provavel nucleotidiltransferase ligadora de CTP.

Devido a hipotese de que a funcéo biolégica da Pb27 envolve a atividade de
nucleotidiltransferase e sua ligagdo com o nucleotideo CTP, foi proposta a realizagao
de estudos de interagdo da proteina com nucleotideos de citidina, através de
métodos fluorimétricos e calorimétricos. Além disso, como os bons resultados do uso
da Pb27 no reconhecimento de anticorpos de pacientes com PCM indicam que ela
pode ser uma boa candidata para uso no imunodiagndstico da doenga, também foi
proposta uma investigacdo inicial de sua aplicagdo em um biossensor para
reconhecimento de anticorpos anti-Pb27, testado inicialmente com soro de
camundongos imunizados, para futuramente ser testado com amostras de pacientes.

Este trabalho se justifica pela obtencdo de informagdes que auxiliem na
caracterizagao funcional de uma nova classe de nucleotidiltransferases fungicas, que
possam ajudar a esclarecer a importancia da proteina para o patégeno. Outro motivo
€ a necessidade de obtencao e caracterizagao de antigenos estaveis que possam ser
utilizados em aplicagdes clinicas para o diagnostico e prevengdo da PCM, em
métodos mais robustos e acessiveis. A PCM tem impacto social e econdmico no
Brasil, e a produgao de um dispositivo para um exame rapido e facil poderia impactar
positivamente na saude dos individuos infectados, permitindo um diagndstico

precoce e rapida triagem dos infectados para o tratamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Paracoccidoides brasiliensis e Paracoccidioidomicose

O fungo ascomiceto Paracoccidioides brasiliensis constitui o principal agente
etiolégico da Paracoccidioidomicose (PCM), a mais prevalente micose sistémica da
América Latina, descrita pela primeira vez em 1908 pelo médico brasileiro Adolfo Lutz,
e endémica em quase todo o pais. Estima-se que a prevaléncia no Brasil seja de
3360 a 5600 casos/ano, tendo sido registradas 168 mortes/ano no periodo de
1996-2006, o que corresponde a uma taxa de letalidade de 3 a 5% (Martinez, 2017).
Porém, como a doenga n&o € de notificagdo compulsoria, os dados epidemiolégicos
disponiveis podem estar subestimados.

Uma das principais caracteristicas desse fungo €& o dimorfismo térmico:
apresenta-se na forma saprofitica, filamentosa, em temperatura ambiente (26 °C), e
na forma leveduriforme no organismo hospedeiro (37 °C). A fase leveduriforme tem
como caracteristica a formagcdao de brotamentos de células-filhas na reproducao
assexuada, que conferem as células formato de “roda de leme” quando visualizadas
no microscopio otico. Os conidios produzidos pela forma filamentosa, encontrada em
solos umidos, sao dispersos por meio do ar, € sao considerados a forma infectante
do microrganismo, sendo inalagdo a principal forma de contagio, e os pulmdes o
primeiro sitio de infecgao (de Oliveira et al., 2015).

A resposta imunoldgica do hospedeiro contra o parasita envolve a ativagéo da
resposta imune adaptativa tipo Th1, tendo a ativacdo de macréfagos mediada por
IFN-y e TNF-a atuando no combate inicial da infegdo, com formagao de granulomas
para controle da replicagao fungica. Ja nas formas mais graves, ha um declinio da
resposta Th1 frente a Th2, com indugédo da formagdo de anticorpos, principalmente
IgG4, IgA e IgE, o que nao é favoravel ao controle da infecgao (Fortes et al., 2011;
Pereira et al., 2012)

Apenas uma pequena parte dos infectados manifesta a doenca, que tem os
trabalhadores de ambientes rurais e atividades agricolas, além de pessoas
imunodeprimidas, como os mais acometidos pela doencga. Criancas e jovens sao 0s
principais acometidos pela forma aguda e sub-aguda da doenca, que correspondem
a até 25% dos casos, e se manifestam principalmente por linfadenomegalia e lesGes

muco-cutaneas, podendo evoluir para lesbes em outros 06rgaos, como
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hepatoesplenomegalia. Ja a forma crénica € de progresséo lenta e pode se instalar
silenciosamente, atingindo principalmente adultos do sexo masculino. Manifesta-se
principalmente por lesées pulmonares e do trato respiratério em geral, causando
sintomas como tosse, rouquidao, dispneia, lesées muco-cutaneas, podendo
acometer também o sistema digestorio, sistema nervoso e demais 6rgaos, causando
prejuizo funcional e estético aos acometidos, além de poder evoluir para ébito. Pelas
caracteristicas da PCM, como lesées granulomatosas, lesdes da pele e
acometimento pulmonar, faz-se necessaria a diferenciagdo entre outras doencas
infecciosas, como tuberculose, leishmaniose, histoplasmose, e algumas néo
infecciosas, como sarcoidose e neoplasias (Mendes et al., 2017; Shikanai-Yasuda et
al., 2017; Taborda et al., 2018).

Apesar de seu tratamento estar disponivel no sistema publico de saude, ainda
sdo necessarias melhorias na vigilancia epidemiolégica da PCM, devido as
dificuldades no diagnostico e a sua subnotificagdo. A anadlise inicial envolve a
identificacdo da doenca em pacientes apresentando sinais e sintomas inespecificos.
Testes clinicos iniciais como radiografia toracica, hemograma, e testes de avaliagao
da funcdo hepatica e renal podem ser solicitados, porém o padrdo ouro no
diagndstico da PCM é o exame micoldgico, que apresenta a desvantagem de ser
pouco sensivel e demandar a visualizagdo do parasita em amostras bioldgicas. A
cultura do parasita também pode ser usada como alternativa, porém o crescimento
do microrganismo pode demorar semanas. Exames sorolégicos, como ensaios de
imunodifusdo, contraimunoeletroforese e ELISA, além de um teste intradérmico
rapido, tém se mostrado adequados no diagnostico da doenga e acompanhamento
do tratamento, demonstrando maior sensibilidade e rapidez. Métodos moleculares,
como PCR, também podem ser utilizados na deteccdo do parasita, mas nao se
encontram disponiveis na rotina clinica (da Silva et al., 2016; Shikanai-Yasuda et al.,
2017; Rocha-Silva et al., 2018).

Antigenos da parede celular de P. brasiliensis tém sido utilizados em estudos
para o imunodiagnéstico da doenga, como as proteinas gp43 (Cisalpino et al., 1996),
gp87 (Diez et al., 2002) e HSP70 (Bisio et al., 2005). Atualmente, a glicoproteina
gp43, também conhecida como paracoccidioidina, tem sido o antigeno de referéncia
utilizado na detecgdo e acompanhamento da doenga, podendo ser obtida pela
purificacdo a partir de culturas fungicas ou produ¢ao recombinante. Apresenta bom

reconhecimento de pacientes infectados, mas apresenta glicosilagées e diferentes
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isoformas extracelulares, o que pode conferir variabilidade estrutural e reatividade
cruzada (Cisalpino et al.,, 1996; Carvalho et al, 2008). Um dos desafios do
diagndstico da PCM ¢é a auséncia de antigenos comerciais disponiveis para uso, e na
pratica do diagndstico clinico a obtencdo dos antigenos tem sido feita a partir de
preparagdes de exoantigenos da cultura do parasita, que s&o de dificil padronizagéo,
levando a variabilidade no diagnéstico realizado em diferentes laboratérios (Camargo
et al., 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2017).

O uso de proteinas recombinantes apresenta beneficios em relacdo ao uso de
antigenos provenientes de extratos fungicos, como a menor reatividade cruzada,
producdo em maior quantidade, maior estabilidade e reprodutibilidade. Alguns dos
antigenos recombinantes de Paracoccidioides que estdo sendo investigados para
diagndstico incluem as proteinas recombinantes Pb40 (Fernandes et al., 2011a),
HSP60 (Cunha et al., 2002) e Pb27, sendo esta ultima o alvo de nossos estudos e

sera abordada adiante.

2.2 Proteina Pb27 de Paracoccidioides brasiliensis: caracteristicas

imunoldgicas e estruturais

A proteina Pb27 de P. brasiliensis foi caracterizada pela primeira vez por
McEwen et al. (1996), que realizaram a clonagem e sequenciamento do gene da
proteina antigénica de aproximadamente 27 KDa, além dos primeiros testes de
expressao da proteina recombinante em Escherichia coli SURE e DH5a (Ortiz et al,
1998), caracterizando uma proteina nativa de 25 KDa.

O mesmo grupo realizou os primeiros testes de reconhecimento de anticorpos do
soro de pacientes com PCM pelo antigeno recombinante. Utilizando a proteina em
testes de immunoblotting, ela foi capaz de reconhecer 91% dos soros de pacientes
infectados, com a vantagem de nao apresentar reagdo cruzada com pacientes
portadores de outras micoses ou tuberculose (Ortiz et al.,1996). Ao utilizar o antigeno
em testes de ELISA, os pesquisadores obtiveram cerca de 70% de sensibilidade,
e >80% de especificidade ao avaliar o soro de pacientes com diferentes formas de
PCM (Ortiz et al., 1998).

Mais recentemente, outros estudos tém confirmado os bons resultados do uso da

proteina recombinante para deteccdo de anticorpos em pacientes infectados. O uso
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da Pb27 em um ensaio de Dot Blot resultou em total sensibilidade e 98% de
especificidade, frente a controles de pacientes com histoplasmose e tuberculose,
utilizando apenas 0,25 pg de proteina (Correa et al., 2006). Outra abordagem
utilizada foi a combinagdo com outra proteina recombinante, a Pb40, novamente em
um ensaio de ELISA, onde obtiveram sensibilidade de 96%, e especificidade de
100% em relagdo a pacientes com outras micoses sistémicas (Fernandes et al.,
2011a).

Ja Santos et al. (2012) utilizaram a proteina para avaliar a detecgao de diferentes
classes de IgG em pacientes com a forma crbénica da doenga, também por ensaio
imunoenzimatico, encontrando diferengas significativas entre pacientes nao tratados
e 0 grupo controle com relagao as classes IgG1, 1gG2, IgG4 e IgG total. Contudo, em
alguns casos os valores obtidos para pacientes infectados foram menores que o valor
de cut-off. Utilizando métodos semelhantes, Coitinho et al. (2019) conseguiram
utilizar o antigeno para distinguir entre pacientes infectados tratados, nao tratados e
nao infectados, além de identificar trés peptideos consenso derivados da Pb27 que
poderiam ser utilizados para os mesmos propositos. Em sintese, esses dados
demonstram que a proteina € uma boa candidata para o uso no desenvolvimento de
biossensores para imunodiagnostico da PCM, o que é uma das propostas desta
dissertacao.

Além do uso em imunodiagnostico, a Pb27 recombinante vem sendo investigada
para o desenvolvimento de vacinas protetoras contra a PCM. Reis et al. (2008)
detectaram aumento significativo de INF-y em camundongos imunizados com o
antigeno apés infeccdo com o fungo, em comparagao com os baixos niveis da
citocina observados em camundongos nao imunizados, indicando uma diferenga na
resposta ativadora de macréfagos entre os grupos. A imunizagao resultou em um
menor numero de granulomas no pulméo, bago e figado, organizados de forma mais
compacta, de modo a delimitar as células parasiticas, e circundados por infiltrados de
células mononucleares. Ja os ndo imunizados apresentaram granulomas maiores,
com um maior numero de fungos viaveis e significativa destrui¢cdo tecidual.

Utilizando novamente uma combinagédo de Pb27 e Pb40, Fernandes et al. (2011b)
obtiveram melhor resultado no tratamento com fluconazol de camundongos
infectados quando estes foram submetidos a vacinagao com os antigenos, reduzindo
o tempo necessario para a remocgao total de colénias fungicas e preservando a

estrutura dos 6rgdos comumente afetados pela doenga. Resultados promissores
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também foram encontrados por Morais et al. (2013, 2015, 2018) com diferentes
formulagdes utilizando o polipeptideo, incluindo a manutengao da regularidade da via
de sinalizagdo do VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), diminuicdo da
fibrose pulmonar, aumento da capacidade fungicida de macréfagos, com reducgao
consideravel e a curto prazo da carga fungica.

Apesar de suas potenciais aplicagdes biotecnoldgicas no desenvolvimento de
vacinas e testes para diagnostico, pouco se sabia até entdo sobre a fungao biolégica
da proteina. Além de ser um antigeno de superficie de P. brasiliensis, a Pb27 é
encontrada ubiquamente, também na regido citoplasmatica e mitocondrial das
células leveduriformes do parasita (Reis et al., 2008; Garcia Blanco et al., 2011).
Presume-se que a proteina seja um fator de viruléncia cujo gene esta sob selegao
positiva, apresentando sequéncia altamente conservada entre as linhagens S1, PS2
e PS3 de P. brasiliensis, apesar de apresentar polimorfismo em Paracoccidioides
lutzi (Matute et al., 2008; Garcia Blanco et al., 2011).

Um estudo de knockdown do gene da Pb27 utilizando a tecnologia do RNA
anti-senso (Torres et al., 2014) reduziu em até 70% sua expressao pelas células
fungicas, e obteve achados interessantes. A diminuigdo da expressdo do antigeno
resultou em alteragdo da morfologia celular, com perda do formato arredondado e de
‘roda de leme”, alongamento das células filhas, e redugdo da aderéncia. Queda do
metabolismo de glicose, com manuteng¢ao da taxa de crescimento celular, também foi
observada. Além disso, houve reducdo do numero de células aderidas ou
internalizadas por macréfagos recuperadas em situagao viavel em comparagdo com
células wild type, indicando um provavel papel da Pb27 na interacao entre o fungo e o
sistema mononuclear fagocitario, como fator de sobrevivéncia.

Através do alinhamento da sequéncia da Pb27, Coitinho (2013) verificou sua
similaridade com proteinas putativas de outros fungos, como Uncinocarpus reesii,
Ajellomyces dermatitidis, Ajellomyces capsulatus e Coccidioides immitis, sendo o
primeiro um fungo saprofitico, e os trés ultimos, fungos dimoérficos. As proteinas
apresentaram alta conservacdo da estrutura primaria, porém as estruturas
tridimensionais das proteinas putativas nao estao disponiveis até o0 momento.

Recentemente, a primeira estrutura tridimensional da proteina recombinante foi
determinada pelo grupo de Biologia Estrutural do ICB/UFMG (PDB: 5UVD). Este é o
unico modelo disponivel até entdo no Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/). O

trabalho publicado por Coitinho et al. (2019) apresenta a proteina composta por dois
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dominios, entrepostos por uma fenda que corresponde a um provavel sitio de ligagao
(Figura 1). Além disso, ions magnésio foram identificados na estrutura, sendo um

mais proximo ao sitio presumido.

Figura 1 - Representagcdao em cartoon da estrutura tridimensional da proteina
Pb27 de P. brasiliensis. Sao mostrados os dominios N-terminal, com topologia
aBaBap (vermelho), e C-terminal (azul). ions Mg?* sdo representados em verde
(Coitinho et al., 2019).

Homdlogos estruturais da Pb27 foram identificados principalmente pela
semelhanga no dominio N-terminal, que possui topologia afaBap caracteristica de
uma familia de nucleotidiltransferases, e incluem proteinas procariéticas de fungao
desconhecida, como a JHP933 de Helicobacter pylori (Kuchta et al., 2009, Coitinho et
al., 2019). A familia havia sido classificada como dominio de fun¢cdo desconhecida
(DUF1814) na base de dados Pfam (https:/pfam.xfam.orgl/), mas foi posteriormente
renomeada como familia AbiEii (PF08843), que compreende toxinas cognatas do
sistema abortivo de infecgado bacteriana, um tipo de imunidade inata presente em
procariotos que promove a morte celular programada em caso de infecgdo por
bacteriéfagos (Dy et al., 2014). J&a os dominios C-terminais sao variaveis entre os
homologos, indicando sitios de ligacao (e consequentemente fungdes) diferentes

entre as proteinas.
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Para melhor investigar essa possivel fungdo de nucleotidiltransferase, foi
realizada uma predicdo virtual de ligantes e o docking dos possiveis candidatos a
ligante a estrutura da proteina (Figura 2). Como resultados, os nucleotideos
adenosina trifosfato (ATP) e citidina trifosfato (CTP) foram identificados como
possiveis ligantes da Pb27, mas estudos experimentais de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) por correlagdo heteronuclear de um Unico quantum ('H-'>N HSQC)
demonstraram que apenas o ultimo causou uma mudanga no deslocamento quimico

dos residuos de triptofano da proteina, indicando-o como provavel ligante (Figura 3).

\

Figura 2 - Docking do nucleotideo CTP no provavel sitio de ligagao da Pb27. Foi
utilizada a ferramenta DockThor para o atracamento, e sdo observados os possiveis
grupos quimicos e residuos de aminoacidos participantes da interagcdo, com sua
respectiva numeragao (Coitinho et al., 2019).
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Figura 3 - Espectro de RMN ('H-'"*N HSQC) da Pb27 na presenca de CTP. O
espectro correlaciona os sinais de deslocamento quimico dos atomos de nitrogénio
(eixo vertical) e hidrogénio (eixo horizontal) ligados. Em azul sdo mostrados os sinais
de deslocamento quimico da proteina apo, e em vermelho os sinais da proteina com
CTP. No canto superior esquerdo, € mostrada a regiao dos sinais de triptofano com
ampliagao (Coitinho et al., 2019).

Os estudos estruturais com a Pb27 indicam que ela pertence a uma classe nova
de proteinas fungicas, porém sua provavel atividade como nucleotidiltransferase
ainda precisa ser melhor caracterizada. Nesse sentido, a realizagao de ensaios de
interagc&o proteina-ligante poderia confirmar a ligacdo ao CTP de forma quantitativa, e

fornecer informagdes que possam ajudar a entender o mecanismo da interagéo.

2.3 Interacao entre proteinas e ligantes

As proteinas desempenham diversos e importantes papéis bioldgicos, como
catalisadores de reagdes quimicas (enzimas), transportadores de nutrientes e
moléculas, receptores, componentes estruturais de células e tecidos, horménios e
moléculas sinalizadoras, defesa contra patdgenos (anticorpos), dentre outras. A
funcdo biolégica de uma proteina pode ser caracterizada pela interacdo que esta

realiza com outra(s) molécula(s), seja ela um substrato, uma outra proteina ou
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macromolécula biolégica, um cofator ou uma outra molécula pequena (Alberts et al.,
2002).

Estudos de interagao tém sido uteis na atribuicdo de fungdes a proteinas e outras
moléculas biolégicas, determinagao de afinidades e busca por ligantes de maior
avidez, além de servir de base para a proposi¢cao de modificacdes moleculares em
substratos e receptores, para a modulagdo da afinidade de interacdo. Além disso, a
automatizagcdo de ensaios de interagdo em escala ampliada tem despertado
interesse na industria farmacéutica e biotecnoldgica para identificacao de farmacos e
alvos terapéuticos (Entzeroth et al., 2009; Legrain & Rain, 2014; Andrei et al., 2017,
Gavande et al., 2017).

A Teoria do Encaixe Induzido foi proposta por Koshland et al. (1966) para explicar
como ocorre a interacao especifica de uma proteina com seu ligante, utilizando um
sistema enzima-substrato como modelo. Essa teoria traz extensdes ao conceito de
complementaridade entre enzima e substrato proposto anteriormente no modelo
“Chave-Fechadura”. A enzima é considerada flexivel, podendo assumir diversas
conformacgdes, e a orientagao precisa de seus grupos cataliticos € necessaria para
sua fungédo. A ligagdo a um substrato induz mudangas conformacionais no sitio ativo,
que permitem o melhor ajuste entre os grupos cataliticos e o desencadeamento da
reacao (Koshland, 1995).

A formacgao de complexos proteina-ligante segue os principios termodinamicos
gerais das ligagdes. Esse tipo de interagdo é normalmente caracterizado por ligagbes
nao covalentes, como ligagdes de hidrogénio, interagbes de van der Waals,
interacdes entre nuvens de elétrons 1 e interacdes eletrostaticas (Verli & Barreiro,
2005). A interacdo de uma molécula de proteina (P), contendo um unico sitio de

ligacdo, com uma molécula de ligante (L), pode ser descrita da seguinte forma:

kOI’l
Pl PL 1 Ka:kon: [PL] _ 1 )
or (eq. 1) koy  [P][L] Ku (eq. 2)

Os parametros kon (M s') e koff (s™') sdo constantes cinéticas de interacgao, e
definem a taxa de associacdo e de dissociacdo entre proteina e ligante,

respectivamente. Ja as constantes de equilibrio de associagdo e dissociagdo sao
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definidas por Ka (M) e Kq (M), e sdo importantes parametros para se caracterizar a
afinidade da interacdo (Du et al., 2016). A partir da eq. 2, pode ser derivada uma
relacdo entre a constante de dissociacéo e a fragao de sitios ocupados na proteina,
0:

L]
o= [L]+ Ka (eq- 3)

O numero de sitios ocupados em uma proteina aumenta com a adi¢cao de ligante,
de acordo com a afinidade deste, até atingir a saturagdo (Figura 4). Pela eq. 3,
percebemos que quando a metade dos sitios de ligagao estiver ocupada (8 = 0,5), a
concentracédo de ligante no equilibrio sera igual a constante de dissociacdo. Dessa
forma, métodos cujo sinal produzido ao se adicionar ligante a proteina se relacione
com a fragao de sitios ocupados podem ser utilizados na determinagdo da constante
de afinidade de um sistema (Lehninger, 2008; Renaud & Delsuc, 2009).

1.0

@ o.5

%, 5 10

[L] (unidades arbitrarias)

Figura 4 - Curva genérica de ocupacao de sitio por ligante. O eixo X representa a
concentragdo de ligante adicionada, e o eixo Y a fragdo de sitios ocupados. A
concentracdo de ligante na qual metade dos sitios sdo ocupados corresponde a
constante de dissociacéo (adaptado de Lehninger, 2008).

Além das constantes de associagao/dissociacao, outros parametros sao uteis na
interpretacao termodinamica de interagdes. Em um sistema contendo uma solugao

de proteina e seu ligante, ocorrem varios tipos de interagbes e trocas de energia
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entre macromolécula, ligante, ions e solvente, que dirigem o estado do sistema. A
energia livre de Gibbs (AG) mede a capacidade de um sistema realizar trabalho, e
determina a espontaneidade do processo (Du et al., 2016). A constante de afinidade
de ligacao entre proteina e ligante pode ser utilizada para se determinar a energia de

Gibbs padrao de ligagao, de acordo com a seguinte equagéo:

AG=-R T In K. (eq. 4)

Outros parametros termodinamicos importantes sao a variacao de entalpia (AH) e
entropia (AS) de ligagdo. A entalpia corresponde a energia térmica do sistema, que
pode ser trocada na forma de calor, e é avaliada por métodos calorimétricos pela
variagado da energia entre o estado final, apds a quebra e formagéo de novas ligagdes
e interagdes, e inicial do sistema. Ja a entropia determina o quao uniformemente a
energia térmica sera distribuida no sistema, sendo também definida como uma
medida de desordem (Du et al., 2016). Ao contrario da entalpia, a entropia ndo pode
ser determinada experimentalmente, sendo obtida pela relagdo abaixo, onde T

corresponde a temperatura em Kelvin:

AG = AH —TAS (eq. 5)

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a determinagdo de parametros de
interacdo entre moléculas, dentre elas técnicas espectrométricas e calorimétricas. A
seguir sao apresentados os principios das técnicas que foram utilizadas neste
trabalho para avaliagdo quantitativa da interacdo da proteina rPb27 com

nucleotideos.

2.3.1 Supressao (quenching) da fluorescéncia intrinseca de proteinas

A fluorescéncia pode ser definida como um fenbmeno no qual elétrons de uma
molécula sdo excitados apds a absorcdo de radiagao ultravioleta, transitando para
niveis mais elevados de energia, e relaxam, voltando ao seu estado fundamental a

partir da emissdo de radiagdo de maior comprimento de onda. Residuos de
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aminoacidos aromaticos de proteinas (triptofano, tirosina e fenilalanina) possuem
propriedades de fluorescéncia. Em particular, a fluorescéncia intrinseca de triptofano
€ muito utilizada na espectroscopia de fluorescéncia de proteinas, devido a sua maior
absortividade molar, seu bom rendimento quantico, e ao fato de poder ser excitado
seletivamente por radiagdes de ~ 295 nm (Figura 5), emitindo a radiagdo na faixa em

torno de 300-430 nm, com emissao maxima em 348 nm (Mocz & Ross, 2013).

Triptofano

Absorbancia

2 Tirosina

Fenilalanina

o e | | 1

230 240 250 260 270 280 290 300 310
Comprimento de onda (nm)

Figura 5 - Espectro de absor¢cdo na regiao do ultravioleta de aminoacidos
aromaticos. Observa-se a maior absorcao pelo triptofano em relagédo aos outros
aminoacidos aromaticos, com maximo em torno de 280 nm (adaptado de Nelson et
al., 2017).

Alteragbes no ambiente quimico do sitio de ligacdo de proteinas podem levar a
alteracdes na fluorescéncia dos residuos aromaticos, quando estes estdo presentes
em regides proximas ao sitio. Por isso, a diminuigdo ou supressao (quenching) da
fluorescéncia dos residuos de triptofano e tirosina pode ser utilizada em ensaios de
interagcéo proteina-ligante, para a determinacéo de constantes de afinidade (Lakowicz,
2007; Mocz & Ross, 2013).

A supressao da fluorescéncia numa solugédo contendo uma macromolécula e seu
ligante pode se dar por diferentes mecanismos. Primeiramente, a diminuicdo pode

acontecer por colisdo de particulas, sem ocorréncia de interacdo (quenching
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colisional). Outra forma é pelo efeito de filtro interno, quando existe a presenca de
espécies que absorvam radiagdo nos comprimentos de excitacdo ou emissao,
interferindo na quantidade de luz detectada. Ja um fluoréforo no seu estado excitado
pode ter sua energia dissipada de forma n&o radiativa, através de ligagcdo ou
transferéncia de energia (quenching dindmico). Mudangas estruturais induzidas por
ligacdo podem causar alteragées no ambiente quimico do fluordforo. A ligagao pode
levar ainda a formagao de um complexo entre o ligante e o fluoréforo no estado
fundamental, perdendo sua capacidade de fluorescéncia (quenching estatico) (van de
Weert & Stella, 2011).

Nos ensaios de supressao da fluorescéncia para determinacdo da afinidade de
interacdo, é avaliada a fluorescéncia de uma solugao de proteina e ligante a
diferentes concentragdes, como uma titulacdo. A relacdo da fluorescéncia da
proteina em concentragdes crescentes de ligante, no comprimento maximo de

emissao, € utilizada para a produgao do grafico de Stern-Volmer (Figura 6), de onde

se extrai a constante de Stern-Volmer (Ksy) e a constante de velocidade de

supressao bimolecular (Kq), que se relacionam a acessibilidade do quencher ao
fluoréforo e ao mecanismo de supressao (van de Weert & Stella, 2011; Mocz & Ross,
2013).

Essa relacdo normalmente é linear quando ha a presenga de uma unica classe
de fluoréforos, com mesma acessibilidade ao quencher, e pode ser descrita pela eq.
6, para a extragdo dos parametros Ksv e Kq. Relagbes no-lineares podem ocorrer
na presenca de mais de um tipo de fluoréforo, ou quando a supressao ocorre por

mais de um mecanismo. Descricdbes desses casos podem ser encontradas em
Lakowicz (2006).

F
70 =1+ Ky7o[Q] =1+ K[ O] (eq. 6)

Onde Fo é a fluorescéncia no comprimento de emissdo maximo, na auséncia de
quencher ou ligante; F é a fluorescéncia no comprimento de emissao maximo sob
determinada concentracdo de quencher; [Q] € a concentracdo de quencher, ou
ligante; to € o tempo de vida do fluoréforo.
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Figura 6 - Exemplo de grafico de Stern-Volmer. O grafico relaciona a razdo da
fluorescéncia da proteina na auséncia supressor pela fluorescéncia em
concentragdes crescentes de supressor, em fungdo da concentracdo de supressor

adicionada. O aumento da razdo Fo/F com a concentragao indica o acesso deste ao

fluoréforo, causando diminuicdo da fluorescéncia da proteina (adaptado de Pain,
2004).

Para a extracdo da constante de dissociacao a partir dos dados de fluorimetria,
pode-se interpretar a equacédo geral do equilibrio de ligagdo (eq. 2) da seguinte

forma:

<, _ ((P1=[PL(L1~[PL])

[PL] (eq. 7)

Onde ([P]-[PL]) corresponde a concentracdo de sitios livres; ([L]-[PL]) é a
concentragédo de ligante livre e [PL] € a concentragdo de complexos formados no
equilibrio.

A resolucdo dessa equacao resulta em uma equacao quadratica, que pode ser
aplicada na extracado de constantes de dissociagao por diversos métodos (Copeland,
2000). No caso da fluorimetria, a fragcao de sitios livres € proporcional a fluorescéncia,

e a equagao quadratica pode ser interpretada da seguinte maneira para o ajuste dos



28

dados experimentais, onde o primeiro termo corresponde a fracdo de sitios

ocupados:

(Fo-Fu) _[PT+[LI+ Ka-y([P]+[L]+ Ko)2 4 *[PI*[L]
(Fo-Fc) 2*[P] (eq.8)

Onde Fc é a fluorescéncia maxima da proteina apds saturagao total pelo ligante; [P] é
a concentragdo de proteina total; Fo € a fluorescéncia maxima da proteina na
auséncia de ligante; Fy; é a fluorescéncia maxima da proteina em determinada
concentracao de ligante; [L] € a concentragao de ligante utilizada.

2.3.2 Fluorimetria diferencial de varredura ou ensaio de thermal shift

A Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF, Differential Scanning Fluorimetry),
mais conhecida como Ensaio de Thermal Shift (TSA, Thermal Shift Assay) ou
Termofluor, € utilizada para a determinagao da temperatura de desnaturacao térmica
(Tm, melting temperature) de proteinas em diferentes condicbes. Pode ser aplicada
na determinacéo de condi¢des estabilizadoras de proteinas, por exemplo na triagem
de tampdbes, e também na triagem de ligantes e estimativa de suas afinidades.
Apresenta as vantagens de baixo consumo de amostra e possibilidade de uso em
ensaios de alto rendimento (Niesen et al., 2007; Vivoli et al., 2014).

O ensaio é realizado em equipamentos de PCR em tempo real (RT-PCR), que
possuem a capacidade de aquecer a amostra gradativamente até temperaturas
acima da Tm normalmente observada para proteinas. Também possui filtros para a
captacao de sinais de fluorescéncia emitidos por uma sonda hidrofébica, que é
adicionada a amostra para a detecgdo da desnaturacdo. Uma das sondas mais
utilizadas € a SYPRO® Orange, que possui faixa de emissdo compativel com os
equipamentos disponiveis, e tém afinidade pelos sitios hidrofébicos de proteinas. A
medida que a proteina é aquecida e desnatura, as regides hidrofébicas da proteina
sdo expostas e ligadas pela sonda, que tém seu rendimento quantico de
fluorescéncia aumentado pela ligagdo (Figura 7). Assim, a fluorescéncia emitida

aumenta gradativamente conforme a proteina € aquecida, até atingir um valor
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maximo, apdés o qual a fluorescéncia comega a decair, devido a agregagao e
precipitagdo da proteina desnaturada (Huynh & Partch, 2015).

O registro da fluorescéncia ao longo do aquecimento gera uma curva de
desnaturagao térmica, que tém forma sigmoidal. Como a T pode ser definida como a
temperatura na qual 50% de uma populacdo de proteinas encontra-se no estado
desnaturado, ela pode ser determinada no experimento de TSA como a temperatura
correspondente a metade do sinal maximo de fluorescéncia, ou o ponto de inflexao
da curva, podendo também ser determinado pela primeira derivada (Huynh & Partch,
2015).
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Figura 7 - Curva de desnaturagao térmica de proteinas utilizando SYPRO®
Orange. A medida que a proteina é aquecida, a sonda se liga as suas regioes
hidrofdbicas (2), aumentando sua fluorescéncia, até o ponto maximo de exposigao
dos sitios (3). Apdés a desnaturagao, a fluorescéncia diminui devido a formagéo de
agregados proteicos (4) (adaptado de Abbott et al., 2017).

A interacdo de um ligante com uma macromolécula pode causar a sua
estabilizagdo, caso induza a formagdo de uma conformacdo mais estavel,
aumentando assim a sua Tm. Pode ainda causar a diminui¢do da Tm, caso se ligue a
uma forma menos estavel da proteina, ou ainda ndo causar mudanga alguma. No
enasio de thermal shift, de forma semelhante a outros métodos, a variagado da Tr da
proteina na presencga de ligante em relagdo a Tm da proteina sem ligante é avaliada

em funcao da concentracao de ligante adicionado. A concentragao de ligante na qual
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a fracdo de proteina desenovelada € metade da observada na auséncia de ligante,
ou ainda a concentracdo que induz um aumento da Tm da proteina de 50% em
relagio a Tm maxima na presenga de ligante, correspondem a constante de
dissociagao estimada (Vivoli et al., 2014).

Na Figura 8 é apresentado um exemplo de grafico para a andlise de dados
experimentais de thermal shift. A relagdo entre a variagdo de Tm da proteina em
funcdo da concentragao de ligante adicionado foi ajustada de acordo com um modelo
de equacgao quadratica para a determinagao da constante de dissociagéo (Vivoli et al.,
2014).

S0
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Figura 8 - Exemplo de curva para determinagcao da constante de dissociagao
por TSA. A variagdo da Tm da hexoquinase em fungdo da concentragao de glicose
adicionada é apresentada. O Kq4 da interagdo hexoquinase:glicose foi estimado apés
ajuste pelo ponto médio da curva em 1,12 + 0,05 mM (adaptado de Vivoli et al.,
2014).

2.3.3 Calorimetria de titulagao isotérmica (ITC)

A Calorimetria de Titulagao Isotérmica (ITC, Isothermal Titration Calorimetry) é
considerada o padrao-ouro na analise termodinéamica de interagcédo, permitindo uma
determinacdo direta (K4, AH, estequiometria) e indireta (AG e AS) de importantes
parametros termodindmicos. Constitui-se basicamente da medida do calor trocado

durante a titulagaéo entre duas espécies, normalmente tendo o ligante como titulante,
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e a macromolécula como titulado. A técnica é realizada em um calorimetro composto
por duas células, a célula de trabalho, onde fica o titulado, e a célula de referéncia,
normalmente preenchida com agua (Figura 9a). Uma seringa automatica contendo o
titulante é acoplada a célula de trabalho, e deposita inje¢cbes regulares na célula
(Freire et al., 1990; Serdyuk et al., 2007).

Ao longo da titulagdo, o sistema mantém a temperatura das duas células
constante, variando o calor fornecido a célula de trabalho para que essa permaneca
igual a célula de referéncia. Esse calor retirado ou inserido corresponde ao inverso do
calor das reagdes, incluindo interagcdes e ligagcbes, ocorrendo dentro da célula de
trabalho a cada quantidade de ligante adicionado. O software do equipamento
registra em um termograma a taxa de calor trocado na titulagdo ao longo do tempo
(Figura 9b). Esse calor é integrado através da eq. 9, gerando uma isoterma de
ligacdo (Figura 9c¢) que mostra a variagdo da energia do sistema (entalpia) em

relacdo a quantidade de ligante adicionada (Freire et al, 1990; Serdyuk et al., 2007).

qi = VAHA[LZ’, ligado ] (eq. 9)

Onde qi é a quantidade de calor absorvido ou liberado na injegéo i; i € o numero da
injecao; v é o volume da célula; AH é a variagcédo da entalpia por mol de ligante ligado;
A[Lj, ligado] € a variagdo da concentracao de ligante ligado apos a injecao |.
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Figura 9 - Calorimetria de titulagcao isotérmica. (a) Representacdo geral do
equipamento de ITC, contendo uma célula de referéncia, uma célula de trabalho e a
seringa de titulacéo; (b) Termograma da titulagao, representando a variagao do calor
trocado ao longo do tempo da titulagdo; (c) Isoterma de ligagdo, obtido apos a
integracao do termograma. A variagao da entalpia é apresentada em fungao da razao
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molar de ligante em relagdo ao receptor (adaptado de Marvern Panalytical, s. d.).

A titulagao deve ser procedida até o ponto mais proximo possivel da saturagcao do
sistema. A entalpia de ligagao € determinada pela diferenga da entalpia no comecgo e
no final (apds saturacao) da titulagdo, apds descontar-se também a entalpia dos

controles. A constante de afinidade/dissociagdo pode ser extraida da inclinagcéo da

isoterma, e pode ser descrita pela eq. 10 (Serdyuk et al., 2007):

qi = V(AH)Ptotal

O ponto de inflexdo determina a estequiometria da interacdo (para isotermas

sigmoides). Ja os parametros termodinamicos AG e AS podem ser obtidos

Ka[L]:

Ka[L]i-1

1+ KLl 1+ Ka[L] 1

(eq. 10)

indiretamente, a partir das eq. 4 e 5 apresentadas anteriormente.
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2.4 Biossensores eletroquimicos em imunodiagnéstico

Os biossensores podem ser definidos como dispositivos com receptor e
transdutor integrados, capazes de prover analises quantitativas ou semi-quantitativas
utilizando um elemento de reconhecimento bioldgico, como enzimas, anticorpos,
antigenos, receptores, acidos nucleicos e até mesmo células inteiras e tecidos
biologicos, podendo ser utilizado para o monitoramento de matrizes bioldégicas ou nao
bioldgicas (Thévenot et al., 1999).

Um dos primeiros biossensores utilizados na pratica € o biossensor de glicose,
baseado no eletrodo desenvolvido por Clark & Lyons (1962), que aplicaram a enzima
glicose oxidase como elemento de reconhecimento, através da reacao especifica de
oxidacdo da glicose e avaliacdo do consumo de oxigénio. Tal conceito foi
aperfeicoado ao longo dos anos, dando origem a produtos de baixo custo que sdo
utilizados atualmente no mundo inteiro para o acompanhamento da glicemia de
pacientes diabéticos (Wang, 2008).

Esses dispositivos tém sido pesquisados para diversas aplicagbes, como em
usos ambientais, na pesquisa por metais pesados e outros poluentes (Brayner et al.,
2011), pesquisas de farmacos e substancias téxicas (Mehennaoui et al., 2019;
Stevenson et al., 2019), e no diagndstico clinico, como pesquisa por patégenos (Faria
& Zucolloto, 2019; Santos et al., 2019), marcadores de doengas (Jayanthi et al., 2017)
e em imunodiagnostico.

Essa ultima classe de aplicacbes refere-se aos biossensores que utilizam
anticorpos ou antigenos como elemento de reconhecimento (imunossensores), e
podem ser utilizados, por exemplo, no diagndstico e acompanhamento de doencgas
infecciosas e autoimunes, intoxicagdes, dentre outras (Florea et al., 2019;
Mollarasouli et al., 2019). Um exemplo de aplicagdo € o desenvolvimento de um
dispositivo para a detecgcédo de enterotoxinas estafilocdcicas em alimentos, utilizando
proteina A e um anticorpo especifico contra a toxina (Pimenta-Martins et al., 2012).
Outro exemplo € o uso de um sistema microfluidico para a determinagdo do tipo
sanguineo através da reacdo de aglutinagdo de antigenos de hemacias com seus
anticorpos especificos (Chang et al., 2018). Ja Faria & Mazon (2019) utilizaram a
estratégia de imobilizacdo de anticorpos monoclonais anti-NS1 de Zika Virus para

detectar o antigeno ZIKV-NS1 na urina de pacientes, e diagnosticar a arbovirose.
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Na pratica clinica, uma das vantagens da utilizagcdo desses dispositivos é o0 uso
no point-of-care, ou seja, sao dispositivos portateis que podem ser utilizados para
diagndstico do paciente no local onde o individuo se encontra, facilitando o seu
acesso. Outras vantagens incluem a maior especificidade/seletividade e
sensibilidade com o uso de elementos de reconhecimento biolégico, a auséncia de
necessidade de marcacido, e deteccdo mais rapida, utilizando técnicas simples
(Contreras-Naranjo & Aguilar, 2019; Poschenrieder et al., 2019).

Diversos podem ser os mecanismos de transdugdo de sinais aplicados a
sensores, como mecanismos oticos, magnéticos, piezoelétricos, calorimétricos, além
dos mais utilizados, os eletroquimicos. Os biossensores eletroquimicos se baseiam
numa reagdo com o analito que produz um sinal elétrico proporcional a sua
concentragado, como corrente elétrica, impedancia ou carga (Hammond et al., 2016).
O sensor eletroquimico geralmente tem uma configuragéo de trés eletrodos (eletrodo
de trabalho, eletrodo de referéncia e contra-eletrodo), e €& confeccionado com
materiais condutores ou semicondutores como carbono/grafite € seus nanomateriais,
nanoparticulas de ouro e outros metais nobres, O0xidos de metais e polimeros
condutores (Maduraiveeran et al., 2018).

Nesse substrato € imobilizado o elemento de reconhecimento bioldgico, por
interacdes que dependem dos grupos quimicos presentes no substrato e na molécula
e do tipo de linker utilizado, como ligagcbdes covalentes aos grupos -OH, -NH ou -SH
de proteinas, ou empilhamento de elétrons 1T de grupos aromaticos. A formacéo de
monocamadas automontadas de moléculas na funcionalizacdo dos eletrodos, com a
utilizacdo de moléculas espacadoras, também € uma estratégia para melhorar a
orientagdo, e consequentemente o reconhecimento por tais elementos (Gooding &
Darwish, 2011).

Uma das formas utilizada para a analise de sensores eletroquimicos € a
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE). A impedancia € um tipo genérico
de resisténcia de um sistema a passagem de uma corrente alternada, e corresponde

a uma grandeza vetorial composta de um componente real (Zre), relacionado a
resisténcia (R), e um componente imaginario (Zim), correspondente a reatancia (Xc)

(Bard & Faulkner, 2001). Ela pode ser descrita por uma Lei de Ohm genérica (eq. 11):



35

E . :
Z = 7 = — ]Xc (eq_ 11) Z(C()) = Zre — ]Zlm (eq_ 12)

Onde Z é a impedancia; E é o potencial elétrico; | € a corrente elétrica; R é a
resisténcia; j € o valor imaginario +—1 ; Xc é a reatancia; w € a frequéncia.

Na analise de EIE, determina-se a impedancia real e imaginaria resultante da
aplicagdo de um potencial elétrico a diferentes frequéncias, que séo representadas
em um Diagrama de Nyquist (Figura 10a). Os pontos correspondentes as
frequéncias elétricas maiores estao mais proximos a origem e os correspondentes as
frequéncias menores estdo mais a direita do grafico. A impedancia total corresponde
ao vetor que pode ser calculada pelos valores dos eixos e pelo angulo de fase. Outra
forma de apresentacdo dos dados na EIE é o Diagrama de Bode (Figura 10b), onde
a impedancia total e o angulo de fase sédo apresentados em fungao da frequéncia
elétrica. A interpretacdo desses diagramas permite a obtengdo dos parametros
eletroquimcos do sistema e a avaliagcdo da resposta dos biossensores (Bard &
Faulkner, 2001).
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Figura 10- Diagramas de Nyquist (a) e Bode (b). No Diagrama de Nyquist, o eixo X
se refere a impedancia real Z., € 0 eixo Y a impedancia imaginaria, -Zim. As
frequéncias elétricas (w) aumentam da direita para a esquerda. A impedéncia é
determinada pelo vetor |Z|, e ¢ corresponde ao seu angulo de defasagem. No
Diagrama de Bode, o logaritimo da impedancia e o angulo de fase sdo apresentados
em funcdo do logaritimo da frequéncia elétrica. A interpretacdo dos diagramas
permite o calculo de componentes do sistema em analise, como os parametros Re, Ric
e Cqc (adaptado de Wolynec, 2003).

Uma das formas de interpretacdo dos resultados de EIE é através da sua
traducdo em um Circuito Elétrico Equivalente, no qual os fenbmenos que ocorrem na
superficie do eletrodo séo representados por componentes elétricos. Diferentes tipos
de circuitos equivalentes podem ser necessarios para explicar os resultados obtidos

em diferentes perfis de diagramas. Bertok et al. (2019) apresentam varios desses
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circuitos. Um dos circuitos mais basicos para a interpretacdo dos biossensores € 0

Circuito de Randles, apresentado na Figura 11:

Re

Rtc

Figura 11 - Circuito equivalente de Randles simplificado. Neste circuito, sao
representados os fendmenos basicos que ocorrem na interface eletrodo-solucéo: a
resisténcia do eletrdlito (Re), a capacitdncia de dupla camada elétrica (Cqc) € a
resisténcia a transferéncia de carga do eletrodo de trabalho (Rg).

Nesse circuito, o primeiro componente elétrico € um resistor (Re), que se refere a
resisténcia do eletrdlito onde a analise de EIE é realizada. O segundo componente é
um capacitor (Cdc), que se refere a capacitancia da dupla camada eletroquimica
formada na interface do eletrodo com a solugao, devido a separagao de cargas entre
os diferentes condutores. Esse elemento normalmente é substituido por um elemento
de fase constante (CPE) na interpretacdo de biossensores sélidos, devido a um
comportamento ndo ideal de capacitor (Bard & Faulkner, 2001; Bertok et al., 2019).

Um outro resistor adicionado em paralelo a capacitancia corresponde a
resisténcia a transferéncia de carga (Ri), e corresponde aos fendbmenos ocorrendo
no eletrodo de trabalho, onde o elemento de reconhecimento esta localizado. Esta
resisténcia aumenta com a ligagdo de moléculas ndo condutoras ao elemento de
reconhecimento, como ocorre nos sensores de anticorpos, e € o sinal normalmente
utilizado para a detecgao nesse tipo de biossensor (Ohno et al., 2013). Outros efeitos
ainda podem ocorrer nos circuitos, como a impedancia de Warburg (Zw), que € um
tipo de resisténcia a transferéncia de massa que ocorre em baixas frequéncias, e o
efeito capacitivo de camadas superficiais dielétricas, que podem estar presentes em

circuitos mais complexos (Bard & Faulkner, 2001; Bertok et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Caracterizar quantitativamente a interagdo entre a proteina recombinante Pb27
de Paracoccidioides brasiliensis com o nucleotideo CTP, e seu analogo citidina
monofosfato (CMP). Utilizar a proteina na confecgdo de um biossensor para o
reconhecimento de anticorpos anti-Pb27, como teste inicial para a produgao de um

dispositivo para diagndstico da paracoccidioidomicose.

3.2 Objetivos especificos

- Produzir e purificar a proteina recombinante Pb27 de P. brasiliensis em sistema
de expressao procarioto, obtendo quantidades suficientes para os estudos de
interacao e de confecgéo do biossensor.

- Caracterizar quantitativamente a interagdo da proteina Pb27 com o nucleotideo
CTP (e seu analogo CMP), obtendo parametros termodinédmicos de interagado por
meio das técnicas de supressao da fluorescéncia intrinseca de proteina, fluorimetria
diferencial de varredura, e calorimetria de titulagao isotérmica.

- Construir um biossensor com a proteina e avaliar sua capacidade de
reconhecimento de anticorpos de soro de camundongo imunizado com Pb27, atraveés

da técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Expressao e purificagao da proteina rPb27

4.1.1 Transformacgao da Escherichia coli BL21(DE3) e expressao da rPb27

A producdo e purificacdo da proteina Pb27 recombinante (rPb27) foi feita
conforme o método descrito por Coitinho (2013). Para a expressao da rPb27, foi
utilizado o plasmideo pET28a(TEV) (Carneiro et al., 2006) contendo o gene da
proteina, pET28a(TEV)-Pb27 (Figura 12), construido anteriormente. Essa
construgéo adiciona uma cauda de histidinas e um sitio de clivagem pela protease do
Tobacco etch virus (pTEV) a proteina, de modo a facilitar as etapas de purificagao,
além de conferir ao microrganismo um gene de resisténcia a canamicina, e permitir o
controle da expressdo da proteina pelo operon lac, que pode ser induzido por

analogos da lactose .

(5781) Xhol
\

(5117) Ndel

TEV site
6xHisI—

RBS

T7 promoter|

yiis T7 termi”at‘o‘
7

pET28a(TEV)-Pb27
5943 bp

Figura 12 - Organizag¢ao do plasmideo pET28a(TEV)-Pb27. A sequéncia da Pb27
foi introduzida entre os sitios de clivagem das enzimas de restricdo Ndel e Xhol.
Outras regides importantes do vetor incluem o promotor T7, operon lac, cauda de
histidinas, sitio de clivagem pela protease TEV, e gene de resisténcia a canamicina
(KanR).
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A confirmagédo da sequéncia clonada no plasmideo foi feita antes da etapa de
transformacado, por empresa terceirizada (Myleus Biotechnology), por eletroforese

capilar em aparelho ABI3730, utilizando-se primers T7 (direto: 5°

TAATACGACTCACTATAGGG 3’, Tanelamento= 48 DC; reverso. 5
GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’, Tanelamento= 51 "C). Os resultados foram verificados

através do software Sequence Scanner 2 (Applied Biosystems). A sequéncia obtida
foi traduzida e alinhada com sequéncias de referéncia da Pb27 utilizando-se as
ferramentas do SIB ExPASy Bioformatics Resources Portal
(https://web.expasy.org/translate/) e Basic Local Alignment Search Tool - BLAST
(NCBI), respectivamente.

Células de E. coli BL21(DE3) eletrocompetentes foram transformadas com o
vetor pET28a(TEV)-Pb27. Foram utilizados 50 yL de bactéria em meio LB (Luria
Bertani) liquido e 1 uL de plasmideo (68 ng/uL). A transformacéao foi realizada em
cubeta de eletroporacdo, aplicando-se um pulso de ~2,5 mV, em eletroporador
MicroPulser (Bio-Rad).

Imediatamente apds a eletroporacéo, 500 uL de meio LB foram adicionados as
células, que foram incubadas a 37 °C por 1h. Apds a incubagao, as células foram
plagueadas em agar LB com 50 pg/mL de canamicina (KAN), e incubadas overnight
(16 £ 2 h) a 37 °C. Uma colbnia isolada foi selecionada e incubada novamente, em
meio LB liquido + KAN, com agitacdo a 200 rpm. As células foram armazenadas em
aliquotas com meio LB + glicerol 25% (v/v), a -20 °C.

Para a expressao da proteina, foi preparado um inéculo adicionando-se 50 pL de
células bacterianas transformadas a cada 20 mL de meio LB + KAN. A bactéria foi
incubada overnight a 37 °C, sob agitacdo a 200 rpm. Apds o crescimento, 20 mL de
in6culo foram adicionados a cada litro de meio de cultura, que foi novamente
incubado até ODeeo entre 0,4 e 0,8. Em seguida, adicionou-se isopropil
B-1-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) 0,5 mM para indugao da expressao, € incubou-se
por mais 4 h. Ao final, as células foram coletadas apds 10 minutos de centrifugacao a
5.000 g e 4 °C, e o sobrenadante foi descartado. O pellet de células resultante foi

congelado a -20 °C para posterior purificagao.
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4.1.2 Purificagdo da Proteina rPb27

Os pellets resultantes da expressao foram ressuspendidos em 9 mL tampéao de
lise (Tris.HCI 50 mM pH7,5; sacarose 1% (p/v), Tween 20 1% (v/v) e glicerol 1%(v/v))
para cada grama de célula. As células foram lisadas em homogeneizador de células
de alta pressao (Avestin EmulsiFlex C3), em trés ciclos a 15.000-20.000 psi. Em
seguida, foram centrifugadas por 1 hora a 10.000 g e 4 °C para recuperagao da
fracao soluvel, que foi utilizada na purificagdo da rPb27 por Cromatografia Liquida
Rapida de Proteina (FPLC).

Adicionou-se 30 mM de imidazol a amostra, para purificagdo inicial por
cromatografia de afinidade ao niquel, utilizando-se coluna HisTrap HP de 5 mL (GE
Healthcare Biosciences) e cromatégrafo AKTa Prime (GE Healthcare Biosciences)
com detector de condutividade e absorbéncia UV (280 nm). Utilizou-se gradiente
linear de eluicdo a 5 mL/min, iniciando-se com 100% de tamp&o A (tampao fosfato de
sédio 20 mM pH 7,4; cloreto de sédio 500 mM e imidazol 30 mM) para lavagem da
amostra, até 100% de tampao B (tampao fosfato de sddio 20 mM pH 7,4; cloreto de
sédio 500 mM e imidazol 500 mM) para a recuperagéo da proteina ligada.

Em seguida, a amostra foi submetida a cromatografia de dessalinizagcédo
utilizando-se coluna HiPrep 26/10 de 50 mL (GE Healthcare Biosciences), eluindo-se
isocraticamente a 5 mL/min com tampéao fosfato de sédio 20 mM pH 7,4 e cloreto de
sédio 50 mM. Apds essa etapa, a amostra foi submetida a clivagem da cauda de
histidinas, sendo incubada com a protease TEV na proporcéo de 1:5 em relacédo a
quantidade estimada de proteina, e ditiotreitol (DTT) 1 mM, a 30 °C overnight.

Apods a clivagem, foi realizada uma nova cromatografia de afinidade, dessa vez
com a proteina sendo eluida no tampao A, para retirada da cauda de histidinas
clivada da amostra, e também da pTEV, que também contém cauda de histidinas.
Por fim, foi realizada uma cromatografia de gel-filtracdo em coluna HiLoad 16/60
Superdex 200 Prepgrade (GE Healthcare Biosciences), eluindo-se a amostra
isocraticamente a 1 mL/min em tampéao fosfato de sédio 20 mM pH 7,4; cloreto de
sédio 50 mM e cloreto de magnésio 5 mM, filtrado em membrana de 0,45 uM e
degaseificado.

Quando necessario, a amostra purificada foi concentrada utilizando-se
concentrador Vivaspin 6 (GE Healthcare), com valor de cut-off de 10 kDa, por

centrifugacédo a 5.000 g. A quantidade de proteina obtida na amostra foi calculada
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através da absorbancia obtida nos cromatogramas ou através de leitura em
espectrofotometro Biochrom (Libra) a 280 nm, utilizando-se a equagédo de

Lambert-Beer:

A= ¢€lc ou m= (Area) * M (eq. 13)

el

Onde A é a absorbancia (au); ¢ é o coeficiente de extingdo molar da proteina (M-’
cm™); 1 é o caminho 6tico (cm); ¢ é a concentragédo molar (M); m é a massa (mg); Area
€ a area do pico do cromatograma (au * mL); My € a massa molecular da proteina
(Da).

Para o calculo, utilizou-se o coeficiente de extingdo molar tedrico da rPb27 obtido
com a ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005), que é de 19.940 M-' cm™! para a
proteina com a cauda de histidinas, e 18.450 M-' cm™' para a proteina clivada. A
massa molecular da proteina € de 26.518 Da e de 24.712 Da para a proteina com e
sem cauda, respectivamente. Essas informagcdes podem ser encontradas nos

Anexos l e ll.

4.1.3 Eletroforese das amostras proteicas

As etapas de expressao e purificagao da rPb27 foram acompanhadas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). As amostras dos pellets da
expressao foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e ressuspendidas em
agua mili-Q antes da analise. Ja amostras da cromatografia foram utilizadas sem
preparo prévio.

Adicionou-se tampao de amostra (Tris HClI 65 mM pH 6,8; glicerol 10% (v/v),
dodecilsulfato de sédio (SDS) 2% (p/v) e azul de bromofenol 0,02 mg/mL) as
amostras, que foram aquecidas a 100 °C por 10 minutos antes da aplicagdo. Foram
utilizados os marcadores de peso molecular “Precision Plus Protein Dual Color
Standards” (Bio-Rad) ou “Pierce Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Scientific), e foram aplicados volumes fixos de amostra (5-10 pL) em cada

canaleta do gel.
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Os géis foram corridos a 180 V, em tampé&o Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM e
SDS 0,1% (p/v), e corados em solugao hidrometandlica de Comassie Blue 0,1% (p/v).
O excesso do corante foi removido em solugao de etanol 30% (v/v) e acido acético

10% (v/v), seguido por reidratagado do gel com agua ultrapura.

4.2 Caracterizagao da rPb27

4.2.1 Avaliagao da massa molecular por espectrometria de massa

Para a analise por espectrometria de massa (MS), amostras da rPb27 purificada
foram preparadas por dessalinizagao utilizando-se ponteira ZipTip com resina C18
(Merck Millipore), previamente lavada/ativada com acetonitrila (ACN) 50% (v/v) e
acido trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v). A amostra foi resuspendida 50x com a
ponteira da pipeta, carregando-se e descarregando-se volumes de 10 pL. Apods
desprezar o volume de amostra, a ponteira foi entdo lavada 15x com 10 uL de TFA
0,1%. Ao final, a amostra dessalinizada foi recuperada em 2 uL de ACN 80% (v/v), a
qual se adicionou o0 mesmo volume de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico 1%
(p/v). Foi aplicado 1 uL da amostra preparada em cada spot da placa tipo AnchorChip
para analise.

A massa molecular total da proteina foi avaliada em equipamento Autoflex Il
(Bruker), através da técnica de ionizagédo e dessorgéo a laser assistida por matriz e
deteccdo em analisador do tipo tempo de véo (MALDI-ToF), no Laboratério
Multiusuarios de Protedmica (LMProt) do ICB-UFMG. A técnica consiste no uso de
uma forma branda de ionizagao para proteinas. Apds ionizacdo, as moléculas sao
introduzidas no analisador, onde ions resultantes sdo separados por sua razao
massa/carga. Os dados foram coletados no software do equipamento (flexControl), e

os graficos foram gerados com o software Origin 7.0 (OriginLab Coorporation).

4.2.2 Avaliagao do estado oligomérico e enovelamento da proteina

Para realizar os ensaios de interagao, € importante que o estado de agregacao,

dispersédo e enovelamento da amostra seja avaliado, ja que podem interferir na
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atividade enzimatica e na interacdo com ligantes. Para verificar a
estabilidade/alteracdo do estado da amostra ao longo do tempo, foram realizadas
analises nos dias 1, 2, 3 e 10 apds a purificagdo, com a amostra a 1,04 mg/mL, no
mesmo tampao utilizado na gel-filtragao, previamente centrifugada a 10.000 g por 5
minutos.

O estado oligomérico da proteina foi avaliado por Espalhamento Dindmico de Luz
(Dynamic Light Scattering, DLS), em equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern).
Esta técnica permite a determinagao do coeficiente de difusdo translacional (D7) de
particulas em solugao, através da incidéncia de um feixe de luz monocromatico na
amostra, e deteccéo do espalhamento dindmico da luz.

A intensidade da luz espalhada flutua devido a variagao das distancias entre as
particulas, que permanecem em Movimento Browniano, e essa flutuagao pode ser
analisada por uma funcéo de autocorrelagao de tempo para extragcao de informacoes
sobre a difusdo e tamanho das particulas, e consequentemente sobre sua
dispersividade e estado de agregacao (Lorber et al., 2012). O coeficiente de difusao é
inversamente proporcional ao tamanho da particula (particulas menores se movem
mais rapido), e é utilizado para determinagdo do raio hidrodindmico da particula a

partir da relacdo de Stokes-Einstein:
Dr = KbT/67Z'7]Rh (eq. 14)

Onde DT é o coeficiente de difusao translacional; Ky € a constante de Boltzmann; T é

a temperatura em graus Kelvin; n) representa a viscosidade do solvente e R € o raio
hidrodinadmico.

As analises de DLS foram realizadas com a amostra em cubetas de vidro de 1 cm,
a 25 °C. Os dados foram coletados e analisados no software do proprio equipamento,
pelo qual se obteve a distribuicdo de intensidade e volume por tamanho das
particulas e o grau de dispersividade da amostra.

Para a avaliagcdo do estado de enovelamento da proteina ao longo do tempo,
foram realizadas analises de dicroismo circular (CD). A técnica se baseia na
absorcdo molecular diferencial da luz circularmente polarizada a direita ou a
esquerda, propriedade caracteristica de estruturas quirais. Estruturas secundarias de

proteinas possuem absorcido diferencial e caracteristica na regido do ultravioleta
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distante (180-240 nm) da luz polarizada, que corresponde a absorc¢ao das ligagdes
peptidicas. Essas assinaturas no espectro de dicroismo circular podem ser utilizadas
para determinar a quantidade de estruturas secundarias, e consequentemente, o
estado de enovelamento das proteinas (Kelly & Price, 2000; Sreerama & Woody,
2004).

As analises de CD foram realizadas com o espectropolarimetro J-815 (Jasco),
utilizando-se cubeta de quartzo de 0,1 cm, varrendo-se o comprimento de onda de
260 nm a 185 nm, acada 1 nm, a 25 °C e 37 °C. Os dados obtidos em dicroismo
circular (elipticidade, em mdeg) foram convertidos em elipticidade residual média

(deg.cm?.dmol') de acordo com a formula:
[0]vrw, 2 = MRW 6/10 dc (eq.15)

Onde [B]Mrw,\ € a elipticidade residual média no comprimento de onda A; 6 é a
elipticidade observada (deg); d € o caminho ¢6tico (cm); ¢ € a concentragdo da
proteina (g/mL) e MRW é a massa média residual (massa molecular da proteina
dividida por N-1, onde N é o numero de aminoacidos).

A deconvolugédo dos espectros e obtengdo do percentual de estruturas
secundarias foi obtido com o servidor K2D3 (Louis-Jeune et al., 2012). Os graficos

das analises de CD e DLS foram gerados utilizando-se Origin 7.0 (OriginLab).

4.3 Analises da interagao da rPb27 com nucleotideos de citidina

A interacdo da proteina rPb27 com nucleotideos de citidina (CTP e CMP) foi
analisada por meio de trés técnicas: Supressao (Quenching) da Fluorescéncia
Intrinseca de Triptofano, Fluorimetria Diferencial de Varredura ou Ensaio de Thermal
Shift (TSA) e Calorimetria de Titulagao Isotérmica (ITC).

As analises foram realizadas com proteina em solugao, apds purificagdo conforme
descrito no item 4.1.2, em tampéao fosfato de sédio 20 mM pH 7,4 contendo 50 mM de
NaCl e 5 mM de MgClz. Os nucleotideos citidina 5’-trifosfato e citidina 5’-monofosfato
dissédicos foram obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich), e também foram

preparados no mesmo tampdo (mesmo lote) da rPb27, para evitar efeitos de



46

incompatibilidade de tampdes. As amostras foram filtradas em filtro de 0,22 ym e
dosadas por espectrometria de absorgcdo molecular (Amax = 271 nm; CTP: €71mm =
8900 M- cm™" ; MW: 527,12 Da; CMP: €271nm = 8740 M- cm™" ; MW: 367,16), e diluidas
quando necessario. Para todas as analises, os dados foram ajustados utilizando-se

estequiometria de interagéo 1:1.

4.3.1 Analise de interacdo por supressao da fluorescéncia de triptofano

No ensaio de supressao da fluorescéncia intrinseca de triptofano, avaliou-se a
alteracao da fluorescéncia dos residuos de triptofano da rPb27 na presengca de
concentragdes crescentes dos candidatos a ligante.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pogos opacas (pretas) e de fundo
redondo, onde adicionou-se em cada pog¢o solugao da proteina em concentracgao final
de 7 uM, e concentragdes crescentes de ligante, de 39 uM até 5 mM, com o volume
final de 100 uL. Também foram feitos os controles da proteina na auséncia de ligante,
e os brancos com o ligante na auséncia de proteina, e do tampé&o titulado em tampao.
As placas foram mantidas em auséncia de luz por no minimo meia hora antes das
leituras. Foi feita a varredura da fluorescéncia com o equipamento Varioskan Flash
(Thermo Scientific), utilizando-se comprimento de excitagdo de 298 nm, e
detectando-se a emissdo de 300 a 400 nm, em intervalos de 2 nm, a 25 °C.

Os dados foram tratados obtendo-se a média da fluorescéncia de cada ponto
teste (com proteina), corrigida pela fluorescéncia dos brancos (ligante sem proteina),
para cada concentracdo de ligante e cada comprimento de emissdo. As
fluorescéncias obtidas no comprimento de emissao maximo foram utilizadas para a
determinacdo da Constante de Stern-Volmer (Ksy) e a Constande de Dissociagao
(Kq). A Ksy e a constante de velocidade de supressao bimolecular (Kq) foram obtidas a
partir da regressao linear do grafico gerado a partir dos dados tratados, de acordo
com a relagao apresentada anteriormente (eq. 6, p. 25 ) (Lakowicz, 2006).

Para a determinacdo do Ky, assumiu-se que a concentracdo de ligante
adicionada € muito maior que a concentracao de proteina, o que possibilitou o uso da
simplificacdo da equacao quadratica apresentada anteriormente (eq. 8) (van de
Weert & Stella, 2011):
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(Fo-Fuy) _

(Fo-FO) [L]/(Ka +[L]) (eq. 16 )

Onde Fo é a fluorescéncia da proteina na auséncia de ligante; Fjj é a fluorescéncia
da proteina a determinada concentracao de ligante; Fc é a fluorescéncia estimada da
proteina apos supressdao maxima; [L] € a concentragao de ligante.

Os gréficos foram plotados e o Kq foi estimado através de regresséo néo linear,

pelo modelo de One Site Binding do software Origin 7.0 (OriginLab).

4.3.2 Analise de interacio por TSA

O ensaio de Thermal Shift foi realizado para estimativa da constante de
dissociagao dos nucleotideos, através da analise da estabilizagdo da proteina rPb27
na presenga de seus candidatos a ligante, o que é avaliado por mudangas na
temperatura de desnaturacéao proteica (Vivoli et al., 2014; Huynh & Partch, 2016).

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos para PCR em tempo real. Foi
utilizada uma solugdo da proteina rPb27 a 5 uM na presenca da sonda SYPRO
Orange 5x (ThermoFischer Scientific). Também foram adicionados a proteina
concentragbes crescentes de nucleotideos, com volume final de 25 ulL/pogo, em
triplicata. Foram feitos pogos controle com proteina na auséncia de ligante, ligante na
auséncia de proteina, proteina na auséncia de sonda, e sonda na auséncia de ligante
e proteina. Apds o preparo, as placas foram cobertas por um filme selante ético, e
mantidas ao abrigo da luz. Imediatamente antes da analise, as placas foram
centrifugadas a 500 g por 2 minutos, para remogao de bolhas. A leitura das placas foi
realizada em equipamento para RT-PCR CFX-96 Touch (Bio-Rad), utilizando-se uma
rampa de aquecimento de 25 °C a 95 °C, com aquecimento a 1°C/minuto e intervalo
entre leituras de 1°C. Foi utilizado o filtro para SYBR Green para a detecgcao de
fluorescéncia.

Os dados das curvas de melting foram processados subtraindo-se dos valores
médios de fluorescéncia para cada curva teste os valores dos controles (ligante +
sonda sem proteina; proteina sem sonda). As curvas resultantes foram normalizadas

de acordo com os pontos maximo e minimo de cada uma. A analise para



48

determinacdo do Tm a cada concentragao de ligante foi feita utilizando-se o software
Origin 7.0 (OriginLab), sendo o Tm 0 ponto médio da curva obtido por regresséo nao

linear utilizando-se a equacéao sigmoide de Boltzmann (Huynh & Partch, 2016):

(Yméx - Ymin)
Tm-X (eq. 17)
l+e &

Y = Ymin +

Onde Y é a fluorescéncia emitida a determinada temperatura; Ymin € a
fluorescéncia minima; Ymax € a fluorescéncia maxima; Tm € a temperatura de
melting; X € a temperatura; dx € o fator de inclinagéo da curva.

A constante de dissociacao foi estimada plotando-se as temperaturas de melting
obtidas para cada concentracao de ligante, em um grafico semi-logaritmico de forma
sigmoidal (Copeland, 2000). O Kq foi considerado a concentragao de ligante que leva
a metade da estabilizagdo maxima da proteina. Os graficos foram analisados por
regressao nao linear, aplicando-se novamente a equagao sigmodide de Boltzmann,
porém alterando-se os parédmetros analisados, substituindo-se fluorescéncia (Y) por

Tm, temperatura (X) por concentracéo de ligante ([L]) € Tm por Kq:

(Tm (max) = Tm (min))
Kd—{L] (eq. 18)
l+e &

Tm = Tm (min) +

4.3.3 Analise de interacéo por ITC

A Calorimetria de Titulacdo Isotérmica (ITC) foi utiizada na analise das
interacdes entre a rPb27 e os nucleotideos CTP e CMP, através da medida direta dos
calores gerados durante a titulagdo da proteina com os nucleotideos. Os ensaios de
ITC foram realizados em calorimetro MicroCal VP-ITC (Malvern) no Laboratério
Multiusuarios de Protedmica (LMProt) do ICB-UFMG, com colaboragdo da Prof.
Mariana Quezado, e também no Laboratério de Espectroscopia e Calorimetria (LEC)
do LNBio (CNPEM, Campinas).
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Anteriormente as analises, a linha de base (branco) do equipamento foi extraida
pela titulagdo de agua em agua (ultrapura, Milli-Q). A célula de referéncia também foi
preenchida com agua ultrapura. As solugdes filtradas foram degaseificadas por 5 a
10 minutos antes do uso, no equipamento MicroCal ThermoVac (Malvern). A célula
de trabalho foi preenchida com 1,4 mL de solugdo de rPb27 (titulado), e a seringa
com 300 pL de nucleotideo (titulante). As titulagbes foram feitas a 25 °C, com
agitacao de 307 rpm e poténcia de referéncia de 5 ycal/s. Parametros experimentais,
como concentragao, volume e espagamento entre injegdes foram variados. Também
foram feitas as titulagbes controle do ligante no tampéao, do tamp&o em tampéo, e do
tampao em proteina (calor de diluicao).

Os termogramas de titulagdo gerados foram analisadas no programa MicroCal
PEAQ-ITC Analysis (Malvern), descontando-se os resultados das titulagbes controle.
As isotermas de ligagdo foram geradas pelo programa, e ajustadas de acordo com
modelo para um tipo de sitio de ligagao, fixando-se o valor de N (estequiometria) = 1,

para a extracdo dos parametros termodinamicos de interacéo Kq, AH, AG e AS.

4.4 Analise da detecgao de anticorpos anti-Pb27

4.4 .1 Analise da detec¢ao de anticorpos anti-Pb27 por ELISA

Soros de camundongos imunizados com rPb27 foram utilizados para avaliar a
deteccdo de anticorpos pela proteina. Os soros foram cedidos pela Dr2. Mariana
Costa, e foram inicialmente analisados por ELISA para sua posterior utilizagdo no
teste dos biossensores construidos com a proteina.

O ensaio de ELISA foi realizado utilizando-se placas de 96 pogos, que foram
sensibilizadas com 100 pL do antigeno rPb27 a 1 mg/mL diluido no tamp&o de
sensibilizagdo (carbonato/ bicarbonato de sédio 0,05 M pH 9,6). As placas foram
incubadas overnight a 4 °C, e em sequéncia foram lavadas trés vezes com a solugao
de lavagem (tampéo fosfato salina (PBS) + tween 20 0,05% pH 6,5). Em seguida, as
placas foram bloqueadas com 100 yL por pogo de albumina de soro bovino (BSA) 1%,
preparada no mesmo tampao de sensibilizagao, incubando-se a 37 °C por 1 h.

Apods lavagem, aplicou-se 100 pyL dos soros anti-Pb27 diluidos em tampao de
incubacao (PBS + tween 20 0,05% pH 7,4) nas diluicdes de 1:200 até 1:6400, em
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao e caracterizagao da Pb27 recombinante

Primeiramente, o plasmideo pET28a(TEV)-Pb27 utilizado foi sequenciado para a
confirmagédo da sequéncia de Pb27 introduzida (Apéndice I). Apds a tradugdo da
sequéncia nucleotidica, a sequéncia proteica resultante apresentou 235 aminoacidos;
destes, 16 foram adicionados pelo vetor, e compreendem a cauda de histidinas e o
sitio de clivagem pela protease TEV, e 219 aminoacidos correspondem a sequéncia
da proteina Pb27, com 100% de identidade com a sequéncia de referéncia
XP_010763645.1  (UniProt) (Quadro 1), indicando que o vetor apresentava a
sequéncia esperada. A sequéncia indica uma proteina de massa molecular de 26.518
Da com a cauda de histidinas (6xHis rPb27), e de 24.712 Da sem a cauda de
histidinas (rPb27), devido a permanéncia de uma glicina e uma histidina do sitio de

clivagem pela pTEV apds a remogéo da cauda

Quadro 1 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da rPb27 com a
sequéncia de referéncia XP_010763645.1.

rPb27 1 MAPLSSDELKTVVSVLAQKLDSLNIDYAIMGGAATCLLSGDPNRRTEDVDLVIHVDHRKI 60
MAPLSSDELKTVVSVLAQKLDSLNIDYAIMGGAAT CLLSGDPNRRTEDVDLVIHVDHRKI
XP 010763645.1 1 MAPLSSDELKTVVSVLAQKLDSLNIDYAIMGGAATCLLSGDPNRRTEDVDLVIHVDHRKI 60

rPb27 €1 TADNLTTQLLKSFPSDFEGVSQFGHT IPAYKLRRPGGTVQLVELEVFDYQSWPQRPQYDL. 120
TADNLTTQLLRKSFPSDFEGVSQFGHT IPAYRLRRPGGTVQLVELEVFDYQSWPQRPQYDL
XP 010763645.1 €1 TADNLTTQLLKSFPSDFEGVSQFGHT IPAYKLRRPGGTVQLVELEVFDYQSWPQRPQYDL 120

rPb27 121 QTATRTTLNINGQKVKLFSPEWILREKILSQYQRQGSRKEGTDIRDIISMIPLAVPGKPE 180
QTATRTTLNINGQRVEKLFSPEWILREKILSQYQRQGSRKEGTDIRDIISMI PLAVPGKPE
XP 010763645.1 121 QTATRTTLNINGQRKVKLFSPEWILREKILSQYQRQGSRKEGTDIRDIISMIPLAVPGKPE 180

rPb27 181 LINFNQSQELQTALANLVQKRPDLSSALKAKIKCSAVFHN 219
LNFNQSQELQTALANLVQKRPDLS SALKAKIKCSAVFHN
XP 010763645.1 181 LNFNQSQELQTALANLVQKRPDLSSALKAKIKCSAVFHN 219

Coldnias de E. coli BL21(DE3) resistentes a canamicina foram obtidas com
sucesso, indicando a eficiente transformacdo da cepa com o vetor de expressao
(Figura 14).
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Figura 14 - Colénias de E. coli BL21(DE3) selecionadas em agar LB + KAN.

Apos a transformagao, uma colbnia foi selecionada para cultivo em meio LB
contendo canamicina, com a finalidade de expressar a proteina, a 37 °C. IPTG 0,5
mM foi utilizado para induzir a expressao, que foi analisada por SDS-PAGE. Pode-se
observar no gel de eletroforese (Figura 15) que antes da inducdo, apdés o
crescimento da bactéria, havia uma banda mais fraca proxima a regido de 25 KDa.
Apés a adigao de IPTG, observa-se uma banda forte nessa regido, indicando que a
expressao da proteina foi induzida. A quantidade de proteina aplicada em cada

canaleta foi normalizada pela densidade ética de células.

Figura 15 - Eletroforese da expressao de rPb27. A amostra (1) corresponde a
cultura antes da adigao de IPTG, e (2) a cultura depois da adicdo de IPTG.
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O cultivo do clone foi repetido para a obtencdo de massa de células suficientes
para a purificagao da rPb27 para utilizacdo nos ensaios. Os pellets da bactéria foram
entdo lisados para purificagdo da proteina. Observou-se a presenca da rPb27 tanto
na fracdo soluvel quanto insoluvel do lisado, porém com maior rendimento no
primeiro. Assim, o extrato soluvel foi submetido a purificagdo por FPLC.

A seguir sdo apresentadas as etapas de purificagdo da rPb27 a partir de 5 g de
células (peso umido). A primeira etapa de purificagcdo do extrato foi a cromatografia
de afinidade ao niquel. A cauda de histidinas presente na proteina apresenta
afinidade por cations divalentes, que s&o adsorvidos na resina de cromatografia. A
histidina possui um grupo imidazol em sua cadeia lateral, que pode formar um
complexo de coordenacdo com o niquel (Bresolin et al., 2009). Essa ligagao
temporaria pode ser desfeita pela adicdo de imidazol, que atua como competidor da
histidina, liberando a proteina ligada.

Pelo cromatograma de afinidade (Figura 16), observamos que grande parte do
extrato injetado passa pela coluna, sem interagir com esta, o que corresponde aos
primeiros picos de absorbancia (Flow-Through, FT). Nessa etapa, a proteina injetada
fica retida na coluna, por sua afinidade ao niquel. Apdés o aumento da concentracao
de imidazol (tamp&o B), observa-se a formagédo de um pico, que corresponde a
liberagdo da 6xHis rPb27. A eficacia na recuperagao da proteina por cromatografia
de afinidade indica que a cauda de histidinas foi introduzida com sucesso na proteina,

e encontrava-se acessivel ao meio externo para a realizagédo de interagdes.
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Figura 16 - Cromatograma da primeira cromatografia de afinidade ao niquel
para purificagao da rPb27. A cromatografia foi realizada para a purificagdo da
fragdo soluvel da expresséo de rPb27. O pico FT corresponde ao flow-through, e o
pico 1AF a proteina 6xHis_rPb27.
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A amostra resultante da cromatografia de afinidade apresenta elevada
concentracdo de sais, incluindo cloreto de sodio e imidazol. A fim de preparar a
amostra para a proxima etapa de purificacédo, a clivagem da causa de histidinas, foi
feita a troca de tampao por cromatografia de dessalinizagao (Figura 17), reduzindo a
concentracdo de NaCl para 50 mM, e eliminando o imidazol. A amostra saiu em um
pico unico, e a curva de condutividade fora do pico de absorbancia indica a troca

eficiente do tampéao.
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Figura 17 — Cromatografia de dessalinizagao para purificagao da rPb27. O pico
DS corresponde a proteina recuperada apos etapa de dessalinizagao. O outro pico
(condutancia) corresponde aos sais removidos da amostra.

Apods a etapa de dessalinizagédo, a amostra foi submetida a clivagem pela pTEV,
a 30 °C, em ambiente redutor. A proteina clivada foi recuperada por uma nova etapa
de afinidade ao niquel, dessa vez sendo eluida junto ao tampao A (2AF) (Figura 18).
Ja a cauda de histidinas removida e a proépria protease TEV, que tém uma cauda de
histidinas ndo removivel, foram separadas da amostra, sendo eluidas em maior
concentracao de imidazol (2AF B). Assim, a estratégia de introducdo de uma cauda
de afinidade a proteina, com sitio de clivagem pela pTEV, se mostrou adequada para

a purificacdo da Pb27.
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Figura 18 — Cromatograma da segunda cromatografia de afinidade ao niquel
para purificagcao da Pb27. A proteina rPb27 (pico 2AF) foi separada de substancias
com afinidade ao niquel (pico 2AF B), como residuos nao clivados de 6xHis_rPb27, a
cauda de histidinas removida na clivagem, e a protease TEV.

Por fim, a cromatografia de gel-filtragcao foi utilizada como passo final de troca de
tampao e polimento, para separagcdo de possiveis contaminantes com massa
molecular diferente da rPb27. No cromatograma (Figura 19) observa-se um pico
unico, eluido no volume de 115 mL, que corresponde a proteina.

As etapas de purificagdo foram acompanhadas por SDS-PAGE (Figura 20).
Observa-se que ao final da etapa de gel-filtragédo foi obtida a proteina, com massa de
aproximadamente 25 KDa, e com alto grau de pureza. Amostras de rPb27 apds a
etapa de gel-filtracdo foram utilizadas nos ensaios para caracterizagao, analise de

interacao e aplicagcado no biossensor.
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Figura 19 — Cromatografia da gel-filtragao para purificagao da rPb27. A etapa foi
utilizada como polimento da rPb27, recuperada no pico GF.
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B

Figura 20 - Eletroforese das etapas de purificagao da rPb27. A proteina rPb27
corresponde as bandas na regido de 25 KDa. FS: fragdo soluvel do lisado; Fl:
fracdo insoluvel; FT: flow-though da 1* afinidade; 1AF: pico da 1* afinidade; DS:
desalting; Cliv.: clivagem da cauda; 2AF: pico da 2* afinidade; 2AF B: pico da 2*
afinidade (tampao B); GF: gel-filtragéo.
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Na tabela a seguir, sdo apresentados os rendimentos de proteina por etapa de
purificacdo. A quantidade de proteina foi estimada de acordo com a absorbancia a
280 nm obtida pela area do cromatograma, e os coeficientes de extingdo estimados
para a 6xHis_rPb27 (12 afinidade e dessalinizacdo) e a rPb27 (22 afinidade e
gel-filtracdo). Observa-se que o rendimento de proteina diminuiu consideravelmente

ao longo das etapas de purificagcéo, principalmente apds a etapa de clivagem, e na
etapa de polimento (gel-filtragao).

Tabela 1 - Quantidade de proteina obtida apés as etapas de cromatografia para
a purificagao da rPb27.

Etapa Amostra . Proteina / massa de
. Proteina (mg) A’
(pico) célula (mg/g)
12 Afinidade 1AF 59,3 11,9
Dessalinizagao DS 45,2 9,0
22 Afinidade 2AF 26,2 5,2
Gel-filtracao GF 10,6 2,1

Para confirmar a massa molecular da amostra obtida, a proteina purificada foi

analisada por Espectrometria de Massa. A seguir, € apresentado o espectro da
amostra:
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Figura 21 - Espectro de massa da proteina rPb27. Acima de cada pico é
apresentado seu valor de massa por carga (m/z) correspondente.
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Nesse espectro, observamos um pico de maior massa, 24.572 Da (M+H)* que &
préxima da massa esperada para a rPb27, 24.712 Da. Essa massa parece ser um
multiplo dos demais picos, que correspondem, da maior para a menor m/z, a dupla,
tripla e quadrupla carga do primeiro pico. A média da massa de todos esses picos &
de aproximadamente 24.566 Da, que € 146 Da menor que a massa esperada. Essa
diferenca pode ser causada pelo erro do equipamento, ou pela desprotonacado de
aminoacidos. A analise por espectrometria de massa corrobora a expressao da
rPb27.

Além da caracterizagdo da massa total, o estado de enovelamento e agregacéo
da molécula foram avaliados ao longo de dez dias apds a ultima etapa de purificagao.
As analises de DLS (Figura 22) indicam que a proteina tem um raio hidrodinamico de
aproximadamente 2.1 nm. No grafico de intensidade por tamanho, vemos a presenca
de outros picos, de raio > 50 nm, que contribuem para a intensidade de
espalhamento de luz, e provavelmente correspondem a particulas de contaminantes
na solugdo. Nota-se que, apesar dessas contaminagdes contribuirem na intensidade
da luz espalhada, elas tém contribuicdo na analise de massa total insignificante, e
praticamente todo volume de particulas na solugcéo corresponde ao pico de 2,1 nm.
Esse valor n&do variou significativamente ao longo do tempo. Além disso, a amostra
se manteve monodispersa, indicando que nao houve processo de agregagao no

periodo avaliado.
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Figura 22 - Resultados da analise de DLS da rPb27. Sao apresentadas a
distribuicao de intensidade de luz espalhada e de volume das particulas em funcao
de seus raios, nos diferentes dias de analise.
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Ja o estado de enovelamento da amostra foi avaliado por CD, também por 10
dias. Essa analise foi feita a duas temperaturas (25 °C e 37 °C). O espectro a 25 °C
(Figura 23) da amostra apresenta dois vales (208 nm e 218 nm),sendo o primeiro
caracteristico de a-hélices, e o segundo poderia conter informagdes sobre a-hélices
(222 nm) e folhas beta (215 nm); além de um pico em 192 nm, também caracteristico
de a-hélices (192 nm) (Sreerama & Woody, 2004). As curvas nao variaram
significativamente ao longo dos dias analisados.

Quando deconvoluiu-se o espectro, pode-se obter o conteudo estimado de
estruturas secundarias da rPb27. Observa-se que a estrutura apresenta um maior
conteudo de folhas B (25%), que é proximo a porcentagem a-hélices (22%). Tal
conteudo, assim como indicado pelo espectro, nao variou significativamente ao longo
do tempo. Esses dados indicam que a proteina encontra-se enovelada e apresenta
estabilidade estrutural ao longo dos dias analisados. Os dados obtidos a 37 °C nao

foram apresentados, mas levam as mesmas conclusoes.
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Figura 23 - Analise de dicroismo circular da proteina rPb27 (25 °C). Na
esquerda € apresentado o espectro de dicroismo circular da proteina na regidao do
ultravioleta, nos diferentes dias de andlise. Na direita, as porcentagens de estrutura
secundaria obtidas apos a deconvolugéo do espectro.

As analises de caracterizagdo confirmam a expressao da proteina recombinante

de boa qualidade, com massa adequada, e caracteristicas de enovelamento, estado
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de agregacao e estabilidade compativeis com as necessarias para a realizagdo de

ensaios de interacao e testes para a confeccido de biossensores.

5.2 Interagao da rPb27 com nucleotideos de citidina

5.2.1 Resultados da fluorimetria intrinseca de triptofano

Inicialmente, foi avaliada a emissdo de fluorescéncia intrinseca da rPb27,
utilizando comprimento de excitagao seletivo para o triptofano (298 nm), na auséncia
e na presenca de concentracdes crescentes dos candidatos a ligante, CTP e CMP. A
proteina apresenta dois residuos de triptofano, ambos préximos ao seu sitio de
ligacdo putativo, que poderiam ter suas fluorescéncias modificadas na presenga de

um ligante (Figura 24).

Figura 24 - Localizagao dos residuos de triptofano (ciano) e dos residuos do
sitio de ligagao putativo (magenta) da rPb27 (PDB: 5UVD). Nota-se a proximidade
dos residuos, de forma que a fluorescéncia dos triptofanos poderia ser afetada caso
houvesse o0 acoplamento de ligantes ao sitio.
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A seguir, sdo apresentados os graficos de emissdo da rPb27 a 25 °C, na

presenga dos nucleotideos:

1,0 4

P E S SN e
i.::.o--"*’. ,3:5;‘:='.’.
% 41 S

5 08 oo ., 414“:0.:.. [CTP] mM o *.‘2‘ qu:!. [CMP] mM
® l'¥': < o e, i g :3<‘ Tyt e il
N Wl 14t xy 25 | N < A “z.i 25
© 4 vv Vg y- « °%| vy 125 | @ A A ¥=¥, b ) v 125

0,6 - v-v *. ) % y
E W8 R T S ‘et 0625 £ %1, RIS & I
e |7 Yy « 0313] € v Y <« 0313
o V¥ & © .o..‘ ¢ oo " '
C 04 v 0156) 5 5,1 o* " 0,156
‘% R I e 0,078 ‘5‘ .'o.. « 0,078
2 e R Wity « 0,039 @ « + 0,039
ol . o 0 o e 0
g 024 . < S 02+
o w

0,0 0.0

1,0

T T T T 1
330 340 350 360 370

Comprimento de emissdo (nm)

T T T T 1
320 330 340 350 360 370 320

Comprimento de emisséo (nm)

Figura 25 - Graficos de emissao de fluorescéncia da rPb27 na presenca de CTP
e CMP. A varredura da emissao de fluorescéncia da proteina foi feita entre 320 e 370
nm, com comprimento de excitacdo de 298 nm, e com a adicdo de concentracdes
crescentes dos nucleotideos (n=2).

O comprimento maximo de emisséao obtido para a proteina foi de 340 nm, o que é
compativel com os valores encontrados na literatura para o triptofano (Teale & Weber,
1957), indicando a excitagao seletiva desse aminoacido. Observa-se que a presenga
de ambos os nucleotideos induziu a diminuicdo na fluorescéncia dos residuos de
triptofano, e que essa diminuigcao foi proporcional ao aumento das concentragdes de
ligante, indicando algum tipo de interagao dessas moléculas com o fluoréforo.

Os dados de fluorescéncia no comprimento de onda maximo foram utilizados nos
demais calculos. A Constante de Stern Volmer (Ksy) foi estimada por regressao linear

dos dados plotados no grafico da razdo das fluorescéncias na auséncia e na
presenca de ligante (Fo/F) em fungdo da concentracdo de nucleotideo adicionado
(Figura 26):
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Figura 26 - Grafico de Stern-Volmer para a interagao Pb27 com os nucleotideos
CTP e CMP. A relacao entre a fluorescéncia da proteina na auséncia e na presenga
de ligante é apresentada em fungdo da concentragdo de nucleotideo adicionado.
Observa-se aumento proporcional a concentracao de ligante (n=2).

Graficos de Stern-Volmer lineares indicam a presenga de uma unica classe de
fluoréforos, igualmente acessiveis ao supressor, e que a supressao de fluorescéncia
€ provocada por um tipo de mecanismo, ou estatico ou dinamico (Lakowicz, 2006), o
que € aparentemente o caso desses sistemas. A distingdo entre mecanismo estatico
e dinamico nao é possivel pelo método utilizado, sendo necessaria a realizagao de

outros experimentos, como a analise de fluorescéncia resolvida no tempo, o que nao
€ 0 objetivo deste trabalho. A partir dos valores de Ksy estimados, e dos valores de
tempo de vida de fluorescéncia do triptofano (1) obtidos na literatura (Mocz & Ross,
2013), foram estimadas também as constantes de velocidade de supressao

bimolecular (Kq), apresentadas na Tabela 2:

Tabela 2 - Valores estimados de Ksv e Kq para os nucleotideos CTP e CMP.

Nucleotideo Ksv (10° M) Kq (parat,=0,5a 8,7 ns) (10'° M-'s™)

CTP 0,38 £ 0,01 4,4a76,1
CMP 0,21 £ 0,01 2,5a42)9
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A Ksy esta relacionada a inibicao da fluorescéncia e acessibilidade do supressor

ao fluoréforo. A constante para o CTP é maior que a do CMP, indicando a maior

acessibilidade do primeiro ao sitio de ligagcdo, e uma maior supressao da
fluorescéncia por esse nucleotideo. Ja a Kq relaciona-se a velocidade da supressao;
valores de até aproximadamente 2 x 10" M-! s' indicam que a velocidade ¢é limitada
pela difusdo, indicando um quenching colisional, sem ocorréncia de ligagéao
(Lakowicz, 2006 ). Ja valores maiores indicam uma possivel ligacdo. Os valores de
Kq estimados para o CTP foram maiores que o limite por difus&do, indicando que a
provavel causa da diminuicdo da fluorescéncia foi a interacdo. Para o CMP, os
valores de Kq também ficaram acima do limite por difusdo, porém o valor inferior
estimado (2,5 x 10" M- s™) ficou préximo desse limite.

Os dados continuaram a ser analisados, presumindo-se a ligagdo como causa da
diminuicao da fluorescéncia. A constante de dissociagao foi estimada pelo grafico de

fluorescéncia relativa da proteina, que se relaciona a fragao de sitios ocupados, em
funcdo da concentracao de ligante (Figura 27). Para o CTP, a Kq foi estimada em
1,37 + 0,08 mM, indicando uma interacdo fraca. Para o CMP, a constante foi
estimada em 1,88 + 0,16 mM, também de mesma ordem. Os valores de energia livre

de Gibbs (AG) estimados com essas constantes sao de -16,34 KJ/mol para o CTP, e
-15,56 KJ/mol para o CMP.
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Figura 27 - Isotermas para estimativa do Kgq por fluorimetria da interagao
rPb27:CTP e rPb27:CMP. O eixo Y apresenta a relacdo entre a fluorescéncia
suprimida apoés interagéo do ligante e a fluorescéncia apos saturagao total dos sitios,
em fungado da concentracao de ligante adicionado (eixo X). Foram utilizados os dados
de emissao de fluorescéncia a 340 nm (n=2).
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5.2.2 Resultados de TSA

Curvas de desnaturacdo térmica da rPb27, na presenca de concentragdes
crescentes dos nucleotideos CTP e CMP, foram obtidas para a estimativa da
constante de interacdo da proteina com os nucleotideos, por um método baseado em
um principio diferente do da supresséao de fluorescéncia do triptofano. A variacédo da
temperatura de desnaturacdo térmica da proteina pode ser um indicativo da
estabilizacao pela interagcdo com um ligante. As curvas apresentaram perfil sigmoidal,
sendo possivel obter a estimativa das temperaturas de melting da proteina através da
equacgao de Boltzmann. A seguir, sdo apresentadas as curvas da rPb27 na presenga
de CTP:
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Figura 28 - Curvas de desnaturagao térmica da rPb27 na presenga de CTP. Séo
apresentadas curvas de desnaturagdo da proteina na presenca de varias
concentragbes do nucleotideo, para obtencdo das temperaturas de melting da

proteina. A Tm € obtida pela temperatura do ponto médio da fluorescéncia,
correpondendo ao valor de 0,5 no eixo Y. O controle (proteina sem ligante) é
apresentado em laranja (n=3).

A proteina rPb27, sem adicdo de nucleotideo, foi utilizada como controle.
Observa-se que quando adicionado o nucleotideo CTP, houve o deslocamento da
curva a direita, indicando que o nucleotideo promoveu a estabilizacdo térmica da

proteina, levando ao aumento da Tm. Essa estabilizagao foi mais significante a partir
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de 436 uM do ligante, aumentando até o limite de 6,98 mM, a partir do qual
observa-se um deslocamento a esquerda, mas mantendo-se uma maior estabilizagao
que a proteina apo.

O Ky da interagdo Pb27:CTP foi estimado a partir da variagdo Tm com a
concentragédo de ligante adicionado (Figura 29). A T da proteina apo foi estimada
em 64,0 £ 0,1 °C; o aumento da Tm ocorreu a partir da adicao de 0,2 mM de CTP e
houve estabilizagdo maxima de 2,8 °C + 0,2 °C, com a adicdo de 6,98 mM do

nucleotideo.
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Figura 29 - Curva para determinagio do Kg da interagcdo Pb27:CTP por TSA. E

apresentada a variacdo de Tm da rPb27 em funcdo da concentracédo de CTP
adicionado. A curva foi ajustada com a equagédo sigmoide de Boltzmann para e
extracédo do Kq (n=3).

A curva obtida apresenta perfil sigmoidal, e a equagdo de Boltzmann foi
novamente utilizada para o calculo do Kq do CTP, correspondente ao ponto médio da
curva, estimado em 1,93 + 0,29 mM. Este método de obtengdo do Ky apresenta a
desvantagem de néo ter a temperatura definida, devido a necessidade de variagao
da temperatura para a desnaturacdo térmica, portanto ndo foi utilizado para a
estimativa de outros parametros termodinamicos, como AG. Ainda assim, por ser um

método facil e que permite a analise de um grande numero de amostras em pouco
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tempo, pode ser utilizado para uma estimativa inicial do K4, ou ainda em ensaios
qualitativos, para a triagem de compostos.

A Figura 30 apresenta as curvas de desnaturagao térmica da Pb27 na presenca
de CMP. Para esse nucleotideo, a Tm ndo aumentou proporcionalmente as

concentragbes de nucleotideo utilizadas. Na Figura 31 € mostrada a curva de

variagao da Tm em funcéo da concentragdo de CMP. Entre as concentracdes de 0,13

mM e 1,52 mM, observa-se uma Tn estavel, com um aumento maximo de 0,21 °C +

0,08 °C em relacédo a proteina apo. Entre as concentragdes de 2,28 mM e 26 mM,
observa-se o deslocamento das curvas a esquerda, indicando a diminuicdo da Tm
com a adigdo de concentragdes crescentres do ligante, e ndo foi possivel estimar o
Kq da interagdo Pb27:CMP através da técnica. Essa diminui¢do poderia indicar uma
ligagdo do CMP a uma conformagdo menos estavel, ndo nativa, da Pb27
(Cimmperman et al., 2008), ou ainda uma desestabilizagdo pelo excesso de ligante.
A captura de moléculas de agua do interior da proteina para a solvatagdo e
solubilizacdo do excesso de nucleotideo adicionado também poderia ser um fator

desestabilizante da proteina.
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Figura 30 - Curvas de desnaturagao térmica da rPb27 na presenga de CMP. A T,
da proteina em cada concentragdo de nucleotideo é obtida pela temperatura do
ponto médio fluorescéncia, correpondendo ao valor de 0,5 no eixo Y. O controle
(proteina sem ligante) € apresentado pela linha pontilhada em laranja(n=3).



69

64,6

.y IEMIE“

B ! Controle
64,2 - i

64,0

Tm (°C)
(= 2}

63,8 1
63,6

63,4- I

T T T T T T T T T T T

0,1 1 10
[CMP] mM

Figura 31 - Variacao de Tm da rPb27 em fung¢ao da concentracao de CMP. A linha
controle indica a Tm da proteina na auséncia de ligante. Observa-se a diminuigdo da
Tm a partir da adi¢cdo de 2,28 mM do nucleotideo (n=3).

5.2.3 Resultados de ITC

A calorimetria de titulacdo isotérmica foi empregada para a obtencdo dos
parametros termodinadmicos da interagao da rPb27 com os nucleotideos CTP e CMP,
permitindo uma analise mais profunda do que as outras técnicas utilizadas. Ter uma
estimativa prévia da constante de interagdo € uma etapa importante, que pode
facilitar a obtengdo dos melhores parametros de anadlise por ITC, ja que dentre os
meétodos utilizados, € o que consome a maior quantidade de amostra e o de maior
tempo de analise.

Um importante parametro da titulagdo o € o c-value, que indica o formato da
isoterma, e pode ser utilizado para se definir as melhores concentragdes de trabalho
para o sistema. Pode ser definido como a razdo da concentragdo molar do receptor
pelo Kqda interagéo, cujo valor 6timo esta entre 10 e 500, o que permitiria a obtengao
de uma curva em formado sigmoidal, com ponto de inflexdo bem definido, a partir da
qual seria possivel obter todos os parametros relevantes de interagcdo. Porém, para
interagcdes muito fortes (K¢ <10 nM) ou muito fracas (K¢ > 100 uM), a realizagéo do

ensaio direto com c-value 6timo nao é possivel. No primeiro caso, a concentragcao de
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receptor utilizada deveria ser muito baixa, o que levaria a um sinal muito fraco. Ja no
segundo caso, uma concentragdo muito alta de macromolécula, e consequentemente
do seu ligante, deveriam ser empregados, o que se torna impraticavel por questdes
de gasto de amostra ou solubilidade (Turnbull & Daranas, 2003).

Esse ultimo caso € o do sistema Pb27:CTP, que de acordo com os valores de Kg
estimados pelas outras técnicas (~1,3 - 1,9 mM), constitui um sistema de fraca
interacdo. Para uma titulagdo ideal segundo o c-value, a concentragcao de rPb27
utilizada deveria estar entre ~ 20 mM e 1 M, que seriam valores impraticaveis. Porém
a analise realizada apresenta c-value de aproximadamente 0,04. Dessa forma, ndo
foi possivel a obtengédo de uma isoterma sigmoidal, com ponto de inflexdo definido, e
a estequiometria da interacdo ndo pode ser calculada, sendo obtida uma curva
hiperbdlica. Da mesma forma, a entalpia ndo pode ser determinada visualmente,
sendo obtida pelo ajuste da curva.

A seguir, é apresentado o termograma e a isoterma da titulagdo da rPb27 a 86
MM, com uma solucédo de CTP a 9,78 mM, a 25 °C, obtidos através da técnica. Foram
feitas 30 injegdes de 10 uL de ligante, com espagamento de 180 s e tempo de filtro de
2 s. A primeira injecao foi feita com menor volume (2 L), e descartada na analise,
pois pode haver uma mistura entre a solugdo da macromolécula e do ligante, levando

a resultados espurios na primeira injegao.
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Figura 32 - Termograma e isoterma da titulagao de Pb27 com CTP. A taxa de
variacao de energia (calor) trocado com sistema ao longo da titulagao é apresentado
(esquerda). A variagdo da entalpia obtida apds a integracdo do calor trocado é
apresentada em funcéo da razao molar de ligante adicionado (direita).
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Os parametros da interacdo Pb27:CTP foram calculados fixando-se a
estequiometria de interacdo em 1:1, partindo-se de um modelo mais simples que
permitiu o ajuste dos dados, ja que o modelo estrutural indica um unico sitio de
ligacao, e que a estequiometria nao pdde ser adequadamente determinada. A analise
feita pelo ajuste da isoterma através do modelo de um unico sitio de ligagéo, indicou
um Kq de 1,92 £ 0,40 mM, AG = -15,5 KJ/mol, além de AH de -34,3 £ 7,74 KJ/mol, e
AS estimado de -0,063 KJ/mol K-'. Ja os resultados de ITC da interagdo Pb27:CMP
nao foram reprodutiveis, e em alguns casos nao indicaram interagao, portanto as

analises foram inconclusivas através dos protocolos testados.

5.2.4 Interacao entre rPb27 e CTP

O estudo da funcédo de uma proteina pode ser realizado em muitos niveis. Nesse
trabalho, buscamos informacgdes sobre a funcdo da proteina Pb27, avaliando sua
interacdo molecular com possiveis ligantes, e analisando-a a partir de parametros
termodinamicos. Na Tabela 3 sido resumidas as informacgdes obtidas através do

estudo termodinamico de interacéo da proteina rPb27 com o nucleotideo CTP:

Tabela 3 - Parametros termodinamicos de interagao da rPb27 com CTP
estimados por diferentes técnicas.

CTP
Metodo Kq (M) AG AH AS
d (KJ/mol) (KJ/mol)  (KJ/mol K1)
Fluorimetria 1,37 £+ 0,08 -16,34 - -
TSA 1,93 +0,29 - - -
34,3 +
ITC 1,92 + 0,40 15,5 774 -0,063
Média 1,74 -15,92 - -

Apesar de um valor de constante de dissociacgao ter sido obtido para o sistema
Pb27:CMP por fluorimetria intrinseca de triptofano (1,88 mM), essa técnica apresenta

a desvantagem de fornecer falsos positivos, quando a diminuigdo da fluorescéncia do
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triptofano ndo é causada por ligacdo entre duas moléculas, mas por outros
mecanismos, como colisdo de particulas (van de Weert & Stella, 2011). Essa
interacado nao foi caracterizada adequadamente pelas outras técnicas utilizadas.

Podemos observar que os valores de Kq para a interacdo Pb27:CTP nas trés
técnicas utilizadas (Tabela 3) foram de mesma ordem de 103 M, e foram muito
semelhantes por TSA e ITC, portanto elas se confirmam e se complementam.
Consequentemente, os valores de AG também foram semelhantes, ja que foram
obtidos a partir do valor de Kq encontrado. Ja os valores de AH e AS s6 foram obtidos
por ITC, que € uma técnica de avaliagéo direta do calor trocado durante a interagao.

Os resultados indicam que a interagdo Pb27:CTP é fraca, exergbnica (~ -16
KJ/mol), exotérmica (-34,3 KJ/mol), ou seja, € uma reagao espontanea, que libera
calor e energia livre. A forgca que favorece a reagcdo é a entalpia, indicando
prevaléncia de formagao de ligagdes ndo covalentes, como ligagdes de hidrogénio e
interacdes de van der Waals, sobre a quebra de interagdes entre residuos de
aminoacidos e destes com moléculas do solvente, que ocorrem durante a
reorganizacgéo e interagdo com o ligante (Du et al., 2016).

A variagdo da entropia negativa obtida por ITC para o complexo Pb27:CTP é
desfavoravel, indicando a formagdo de um sistema mais ordenado, o que seria
impropicio a reacdo, a menos que a variagao da entalpia fosse favoravel. H4 maior
contribui¢do da restricdo dos graus de liberdade da proteina e/ou ligante na formagao
do complexo, em relagéo a contribuicdo favoravel da liberagdo da agua de solvatagao
no sitio de ligagao e ao redor do ligante (Du et al., 2016).

Tentativas de obter uma estrutura cristalografica do complexo Pb27:CTP foram
realizadas (dados ndo apresentados). Infelizmente, ndo pudemos obter a estrutura
até o momento, e confirmar os residuos de aminoacidos e 0s grupos quimicos
participantes da interagao, provavelmente devido a alta tendéncia a dissociagdo do
complexo. Porém, utilizando o modelo de docking obtido previamente (Figura 2, p.
19), podemos observar que a interacdo do CTP no sitio ativo poderia ocorrer por
interagdes ibnicas entre os grupos fosfato e residuos de aminoacidos basicos (arg44,
lis147, arg154 e arg159), ligacbes de hidrogénio entre as hidroxilas da ribose e
glutamato (glu105), e entre a citosina e residuos de tirosina (tyr118), arginina (arg115)
e glutamato (glu146), além da estabilizacdo da carga negativa dos fosfatos por um
ion magnésio encontrado no sitio ativo (Coitinho et al., 2019). Residuos de arginina e

lisina, além do ion magnésio, também foram participantes da interacdo de uma
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citidiliitransferase de E. coli com CTP, observados na estrutura cristalografica do
complexo obtido por Richard et al. (2001).

Comparando a estrutura do CTP com seu analogo, CMP (Figura 33), a diferencga
reside basicamente no numero de fosfatos. Assim, o CMP teria menos pontos de
interagdo com os aminoacidos basicos do sitio de ligagdo, sendo menos estabilizado
que o CTP.

NH; NH,
o) o) o) Y 0 | N
(@) HO-P-0-P-0-P-0— “N” 0 (b) HO—lllnl—O NAO
O O O \_/ o) 9
OHOH OHOH

Figura 33 - Estruturas quimicas dos nucleotideos CTP (a) e CMP (b).

Concentragdes intracelulares de CTP descritas na literatura variam na ordem de
10 a 103 M. A compilagao feita por Traut (1994) indicou uma concentragdo de 0,278
mM, utilizando dados principalmente de células de mamiferos. Concentragéo
semelhante (0,26 mM) também pode ser encontrada em estudos sobre células de
Saccharomyces cerevisiae (Kog et al., 2004). Para células de Escherichia coli
cultivadas em meio sintético, Danchin et al. (1984) encontraram o valor de 1,2 mM,
enquanto Bennett et al. (2009) encontraram o valor de 2,7 mM para as bactérias em
crescimento alimentadas com glicose.

O valor de Kg encontrado para a interagdo Pb27:CTP no presente trabalho é
cerca de 0,6 a 7 vezes a concentracao fisiolégica do nucleotideo. Assim, essa
interagcédo pode ter significado bioldgico, apesar de fraca e mantendo a proteina longe
do ponto saturagcdo. Nagy et al. (2013) também determinaram um valor de Kq de
ordem semelhante a concentracgao fisiolégica (0,29 mM) para a interacdo do CTP
com uma fosfocolina citidiliitransferase de Plasmodium falciparum, na presenca do
ion magnésio. Quando esse ion foi removido por EDTA, o Kd foi significativamente
menor (0,06 mM), indicando que esse metal também poderia modular a forga da
interacdo, e que os residuos carregados positivamente poderiam contribuir para a

estabilizagcado do nucleotideo no sitio de ligagdo na auséncia de magnésio.



74

O mecanismo geral de agcdo das nucleotidiltransferases € a transferéncia do
nucleotideo monofosfato a partir do trifosfato a um grupo hidroxila de um outro
substrato, como uma proteina, acido nucleico ou pequena molécula, com liberagao
de dois grupos fosfato (Kutcha et al., 2009). Dessa forma, o CMP seria o produto da
interac&o da proteina com o CTP, cuja formagao poderia ser ativada pela ligagdo com
um outro substrato. Assim, esperaria-se uma interacdo mais fraca com o CMP, a fim
de liberar o produto, ou ainda a inibicdo da enzima pela ligagdo com CMP. Uma
hipétese é que a presenga de um segundo ligante, talvez o substrato para o qual o
CMP seria transferido, estabilizaria a interacdo com o CTP, num complexo ternario, e
aumentaria sua afinidade. De qualquer forma, a caracterizacdo de um outro
substrato natural, aceptor do nucleosideo monofosfato, seria importante para o
esclarecimento da fungao da proteina.

O nucleotideo CTP apresenta conhecidos papéis bioldgicos, como bloco de
construgdo na biossintese de acidos nucleicos (Blackburn et al., 2006), cofator
enzimatico, substrato para a fosforilagdo e ativacdo de intermediarios de vias
metabdlicas, além de participar das vias de sintese de lipideos e isoprendides, do
metabolismo de carboidratos, e da regulagdo alostérica de enzimas (Kennedy &
Weiss, 1956; Richard et al, 2001; Carman & Han, 2011).

Enzimas ligadoras de CTP incluem RNA polimerases (Wang et al., 2006);
diferentes quinases, por exemplo a dolicoil quinase, envolvida na sintese de glicanos
(Shridas & Waechter, 2006), e também as citidiliitransferases (CCTs), que
catalisam a transferéncia do CMP para a ativacdo de um substrato, como exemplo a
CMP-Kdo sintetase, envolvida na sintese de lipopolisacarideos (Heyes et al., 2009); a
fosfoetanolamina CCT e a fosfocolina CCT, que atuam na sintese de fosfolipideos
(Bakovic et al, 2007; Cornell & Ridgway, 2015). Os estudos de knockdown do gene
da Pb27 feito por Torres et al. (2014) indicam um papel da proteina na manutengéo
da morfologia e da adesao celular, e na interagdo com macrofagos, um possivel
papel de proteinas que atuam na parede celular fungica.

Em resumo, foi possivel confirmar a interacdo da proteina Pb27 com o
nucleotideo CTP, através das técnicas utilizadas, além de estimar a constante de
interacdo e outros parametros termodindmicos. Esses dados corroboram
informacgdes obtidas anteriormente, e reforcam a classificagdo da proteina como

nucleotidiltransferase. Contudo, a identificagdo de um outro substrato natural seria
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6 CONCLUSOES

A proteina Pb27 de Paracoccidioides brasiliensis recombinante foi expressa
adequadamente em sistema procarioto, obtendo-se a proteina purificada, em estado
estavel, para a utilizagdo em ensaios de interagao proteina-ligante, e para a utilizacao
na construgao de um biossensor para imunidagnéstico. A interagdo da proteina com
o nucleotideo CTP foi caracterizada através de parametros termodinamicos de
interagdo, sendo uma interagcdo fraca, mas termodinamicamente favoravel. As
analises preliminares de utilizagdo da Pb27 em um biossensor impedimétrico
indicaram o reconhecimento de anticorpos anti-Pb27 pela proteina, porém mais
estudos ainda sdo necessarios para a otimizagcao e padronizagcado do biossensor. Os
resultados corroboram com a classificacdo da proteina como nucleotidiltransferase, e
indicam-a como uma boa candidata para a construgdo de dispositivos para

diagnostico da paracoccidioidomicose.



85

7 PERSPECTIVAS

A principal perspectiva deste trabalho é a continuagcdo do estudo com
biossensores, para a padronizagao dos dispositivos de rPb27 para a detecgdo de
anticorpos, incluindo a diminuicdo da variabilidade entre eletrodos, a determinacao
de limites de deteccio e quantificacéo, e a realizagao de testes de estabilidade. Apos
a padronizagao, espera-se testar os sensores com amostras de pacientes infectados
com paracoccidioidomicose, e também com pacientes portadores de outras doengas
para controle, avaliando-se a sensibilidade e especificidade dos biossensores.
Almeja-se que os dispositivos construidos possam ser utilizados para diagnostico da
paracoccidioidomicose em um futuro préximo.

Além disso, o trabalho abre a questdo se um outro substrato natural da Pb27
poderia interagir e estabilizar o complexo Pb27:CTP. A identificagdo desse substrato
seria importante para maior caracterizagdo da fungéo bioldgica e do mecanismo de

acao e da enzima.
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APENDICES

Apéndice | - Resultado do sequenciamento da regiao de rPb27 do plasmideo
pPET28a(TEV)-Pb27

5'...GGATACATTTCCCCTCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCCATC
ATCATCATCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGCCATINIdd e idYaantaecacIeare
CGACTTTGAAGGAGTCAGCCAATTTGGGCACACCATTCCCGCATACAAACTGCGCCGACCAGG
GGTACCGTTCAGTTGGTGGAACTGGAAGTATTTGACTACCAAAGCTGGCCGCAACGTCCCCAAT
CTGAATGGATCCTGCGTGAAAAGATCCTGTCCCAGTATCAGCGCCAAGGTAGTCGCAAAGAAG

TTCAGCTTTGAAGGCCAAGATCAAATGCAGCGCTGTCTTCCACAAC CACCACCAC
CACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGG...3

@] [e] B PR [¢] = [@)

Legenda:

Cauda de histidinas

Sitio de clivagem pela pTEV
Sitio de restricdo da Ndel
Sequéncia da




ANEXOS
Anexo | - Parametros da rPb27 estimados pelo ProtParam.

User-provided sequence:
10 20 30 40 50 60
GHMAPLSSDE LKTVVSVLAQ KLDSLNIDYA IMGGAATCLL SGDPNRRTED VDLVIHVDHR

70 80 90 100 110 120
KITADNLTTQ LLKSFPSDFE GVSQFGHTIP AYKLRRPGGT VQLVELEVEFD YQSWPQRPQY

130 140 150 160 170 180
DLQTATRTTL NTNGQKVKLF SPEWILREKT LSQYQRQGSR KEGTDIRDIT SMIPLAVPGK

190 200 210 220
PELNFNQSQE LQTALANLVQ KRPDLSSALK AKIKCSAVFH N

Number of amino acids: 221
Molecular weight: 24712. 23
Theoretical plI: 8.52

Amino acid composition:
Ala (A) 14 6. 3%
Arg R) 12 . 4%
Asn (N) 9 1%
Asp (D) 14 . 3%
Cys (C) 2 . 9%
Gln (Q 16 . 2%
Glu (E) 10 . 5%
Gly (G) 12 . 4%
His () 5 . 3%
Ile (I) 13 . 9%
Leu (L) 26 11. 8%
Lys (K) 14 . 3%
Met (M) 3 . 4%
Phe (F) 7 . 2%
Pro (P) 12 . 4%
Ser (S) 17 %
Thr (T) 14 . 3%
Trp (W) 2 . 9%
Tyr (Y) 5 . 3%
Val (V) 14 . 3%
Pyl (0) 0 . 0%
Sec (U) 0 . 0%

O O N O N0 WOy — OO k0O O = Ol

B) 0 0. 0%
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(Z) 0 0. 0%
X) o 0. 0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 24Total number of
positively charged residues (Arg + Lys): 26
Atomic composition:

Carbon C 1096
Hydrogen H 1764
Nitrogen N 308
Oxygen 0 331
Sulfur S 5

Formula: C,uH, :6:Ns05055,5:Total number of atoms: 3504
Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M' cm', at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 18575
Abs 0.1% (=1 g/1) 0.752, assuming all pairs of Cys residues form cystines

Ext. coefficient 18450
Abs 0.1% (=1 g/1) 0.747, assuming all Cys residues are reduced
Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is G (Gly).
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:
The instability index (II) is computed to be 46.73

This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 93.53
Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.363



Anexo Il - Parametros da 6xHis_rPb27 estimados pelo ProtParam.

User-provided sequence:
10 20 30 40 50 60

MGHHHHHHEN LYFQGHMAPL SSDELKTVVS VLAQKLDSLN IDYAIMGGAA TCLLSGDPNR

70 80 90 100 110 120
RTEDVDLVIH VDHRKITADN LTTQLLKSFP SDFEGVSQFG HTIPAYKLRR PGGTVQLVEL

130 140 150 160 170 180
EVFDYQSWPQ RPQYDLQTAT RTTLNINGQK VKLFSPEWIL REKILSQYQR QGSRKEGTDI

190 200 210 220 230
RDITSMIPLA VPGKPELNFN QSQELQTALA NLVQKRPDLS SALKAKIKCS AVFHN

Number of amino acids: 235
Molecular weight: 26518. 18
Theoretical plI: 7.85

Amino acid composition:
Ala (A) 14 6. 0%
Arg R) 12 . 1%
Asn (N) 10 . 3%
Asp (D) 14 . 0%
Cys (C) 2 . 9%
Gln (Q 17 . 2%
Glu (E) 11 . T%
Gly (G) 13 . 5%
His (1) 11 . %
Ile (I) 13 . 5%
Leu (L) 27 11.5%
Lys (K) 14 . 0%
Met (M) 4 . T%
Phe (F) 8 . 4%
Pro (P) 12 . 1%
Ser (S) 17 . 2%
Thr (T) 14 . 0%
Trp (W) 2 . 9%
Tyr (Y) 6 . 6%
Val (V) 14 . 0%
Pyl (0) 0 . 0%
Sec (U) 0 . 0%

B 0 0. 0%

z) 0 0. 0%

X) 0 0. 0%

O O OO O N 01 Wk O — O b Ok 0O O O
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Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 25Total number of
positively charged residues (Arg + Lys): 26
Atomic composition:

Carbon C 1177
Hydrogen H 1868
Nitrogen N 336
Oxygen 0 350
Sulfur S 6

Formula: C, ;;HsNsss0::05s Total number of atoms: 3737
Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M' cm', at 280 nm measured in water.

Ext. coefficient 20065
Abs 0.1% (=1 g/1) 0. 757, assuming all pairs of Cys residues form cystines

Ext. coefficient 19940
Abs 0.1% (=1 g/1) 0.752, assuming all Cys residues are reduced
Estimated half-life:

The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
>20 hours (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:
The instability index (II) is computed to be 44.55

This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 89. 62
Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.439
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