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RESUMO

CORREA, D.H.A. Mapeamento de potenciais interagdes envolvidas na agregacio e
formacao de fibrilas amiléides em apomioglobina. 2010. 198 f. Tese (Doutorado em
Biologia Funcional e Molecular — Bioquimica) — Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas-SP, 2010.

Proteinas enoveladas incorretamente, com frequéncia levam a formacao de
agregados fibrilares contendo extensas estruturas em folha-B, comumente
denominadas de fibrilas amiléides. A hipétese acerca da capacidade de formar fibrilas
amiléides com estruturas idénticas e ricas em estruturas beta, ser uma propriedade
genérica de toda proteina, apoia-se no fato de até mesmo proteinas sem conexado com
doengas, como a mioglobina, serem capazes de gerar estruturas fibrilares. Embora
varias proteinas sejam intrinsecamente desordenadas, muitas sao apropriadamente
empacotadas, podendo se desenovelar totalmente ou parcialmente de maneira a expor
regides propensas a agregacdo, que podem converter o polipeptideo em fibrilas
amiléides. De fato, varios estudos sugerem que intermediarios parcialmente enovelados
estdo envolvidos na fibrilogénese. A apomioglobina (apoMb) de baleia do espermacete
€ uma proteina bem caracterizada, que forma um intermediario durante o
desenovelamento do estado nativo ou apds a diluicdo do estado desenovelado em
tampao de enovelamento. A mioglobina € uma proteina altamente soluvel, cujas
propriedades do estado nativo ndo sugerem uma predisposicao dessa em formar
fibrilas amildides, corroborado pela organizagdo de sua sequéncia de residuos de
aminoacidos em hélices-a bem definidas sem elementos de estrutura em folha-f3.
Contudo, até a mioglobina forma fibrilas amildides em certas condi¢des, sugerindo que
a capacidade de formar fibrilas seja uma caracteristica comum de toda proteina e,
portanto, ndo estando relacionada a uma estrutura primaria especifica. Neste projeto,
visamos mapear as potenciais interagdes envolvidas na agregagao e formacao de
fibrilas amildides em apomioglobinas. Para tanto, apresentamos aqui os estudos dos
efeitos de 19 mutantes de apoMb na cinética amiloidogénica da mesma. A indugdo de
fibrilas amildides foi realizada através da incubagao das apoMbs em tampao borato de

sédio 50 mM, pH 9 e aquecidas a 65°C. O processo de agregacgao foi acompanhado por
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medidas da emissdo de fluorescéncia de Tioflavina T (ThT) e espectroscopia de
dicroismo circular (CD). Outras propriedades morfo-fisicoquimicas das amiléides de
apoMb foram também estudadas: energia de ativacdo da formacado de fibrilas,
organizacdo estrutural, citotoxicidade, efeito de semeadura, desmontagem por uréia.
Nossos resultados mostram que alguns mutantes (7 no total) afetaram a cinética de
formacado das amiléides, e surpreendentemente, esses efeitos correlacionam-se bem
com o efeito que a mutagao tem sobre a estabilidade do estado nativo, mas ndo com o
efeito sobre a estabilidade do estado intermediario do enovelamento. As estruturas
globais (investigadas por difracdo de raios-X) das fibrilas formadas pelas
ampomioglobinas selvagem e mutantes mostram-se indistinguiveis. Experimentos de
citotoxicidade, utilizando um modelo de células neuronais N2A (neuroblastoma de
camundongo), e semeadura, confirmam que as diferentes formas de agregados das
proteinas sado capazes de diminuir a viabilidade celular e de acelerar a formacao das
fibrilas. Generalizando, nossos resultados suportam a hipétese de que, embora o
desenovelamento parcial preceda a formagao de fibrilas em apomioglobina, a formagéao
do intermediario de enovelamento ndo parece ser um passo obrigatorio no processo e
assim, o enovelamento e a formagao de agregados/fibrilas sdo aparentemente distintos

para essa proteina.

Palavras-chave: Apomioglobina. Fibrilas amiléides. Agregacédo amildide. Mutacéao sitio-

dirigida. Enovelamento protéico. Estabilidade protéica.
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ABSTRACT

CORREA, D.H.A. Mapping of potential interactions involved in apomyoglobin
aggregation and amyloid fibrils formation. 2010. 198 p. Doctorate Thesis (Functional
and Molecular Biology — Biochemistry) — Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas-SP, 2010.

Protein misfolding usually leads to the formation of fibrillar aggregates with
extensive B-sheet structure, commonly termed amyloid fibrils. The hypothesis that the
ability to form ordered B-rich amyloid fibers with identical structures is a generic property
of proteins is supported by the fact that even proteins with no connection to disease,
such as myoglobin, are able to generate fibrillar structures. Although several proteins
are intrinsically disordered, many are properly packed and should unfold totally or
partially exposing aggregation-prone regions that can convert the polypeptide into
amyloid fibrils. Actually, several studies suggest that partially folded intermediates are
involved in fibrillogenesis. Sperm whale apomyoglobin (apoMb) is a well-characterized
protein that forms an intermediate after either unfolding from the native state or dilution
of the unfolded protein in a folding buffer. Mb is a highly soluble protein whose native
state properties do not suggest a predisposition to form amyloid fibrils, corroborated by
its amino acid residues sequence organization in well-defined a-helices with no B-sheet
elements. However, even Mb forms amyloid fibrils under certain conditions, suggesting
that the ability to form fibrils is a common feature of all proteins and is not related to a
specific primary structure. In this work, we aim to map potential interactions involved in
apomioglobin aggregation and fibrils formation. To such aim, we present here the
studies of effects on amiloidogenic kinetics of 19 apoMb mutants. The induction of
amyloid fibrils was performed by incubating apoMb proteins on 50 mM sodium borate
buffer at pH 9 and heat to 65°C. The aggregation process was monitored both by
thioflavin T (ThT) emitted fluorescence and circular dichroism (CD) spectroscopy
measurements. Other morph-physicochemical properties of apoMb amyloids were also
studied: activation energy of fibril formation, structure organization, cytotoxicity, seeding
effect, disassembly by urea. Our results show that some mutants (7 in total) affect the

amyloid formation kinetics, and surprisingly, these effects are well correlated with the
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effect that the mutation has on the stability of the native state but not with the effect on
the stability of the folding intermediate. The overall structures, probed by X-ray
diffraction, of fibers formed by mutants and wild-type apomyoglobin are
indistinguishable. Cytotoxicity experiments, using a neuronal cell line model N2A
(murine neuroblastoma), and seeding experiments, confirm that different aggregated
forms of proteins are capable of decreasing the cell viability and to speed up the
formation of fibrils. Generally, our results support the hypothesis that although partially
unfolding precedes fibril formation in apomyoglobin, formation of the folding intermediate
is not an obligatory step in the process and thus folding and aggregation/fibril formation

are apparently distinct in this protein.

Key words: Apomyoglobin. Amyloid fibrils. Amyloid aggregation. Site-directed

mutagenesis. Protein folding. Protein stability.
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1 INTRODUGAO

1.1 Proteinas

Proteinas ou polipeptideos constituem uma classe importante de biomoléculas
que desempenham importantes fungbes nas células, executando, por assim dizer,
inumeras atividades especificadas pela informagdo codificada nos genes (NELSON e
COX, 2004). Dessas inumeras fungdes biolégicas desempenhadas pelas proteinas,
podemos citar: replicagdo do DNA (polimerases), catalise enzimatica (enzimas),
contratibilidade (actina, miosina, tubulina), estrutural (queratina, colageno), transporte
(hemoglobina, mioglobina, albumina), regulacdo (insulina, horménio estimulante da
tirdide), defesa (imunoglobulinas, trombina), receptores celulares (CD4), repressao
(Fos, Jun), chaperonas (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40),
armazenamento/estocagem (ferritina, gliadina) (WHITFORD, 2005). As proteinas
constituem praticamente 50% da massa seca de uma célula de Escherichia coli, ao
passo que outras moléculas, tais como o DNA e RNA compdem aproximadamente 3%
e 20%, respectivamente (VOET e VOET, 2004). A caracteristica mais marcante que
permite as proteinas desempenharem uma gama enorme de funcbes é a capacidade
dessas moléculas de se ligarem a outras moléculas de maneira muito especifica e com
grande afinidade. Essa capacidade de ligagdo € mediada pela estrutura terciaria da
proteina, estrutura essa que determina as especificagdes do chamado sitio de ligagao,
no qual ocorrem as interagdes responsaveis pela ligagao da proteina com o seu ligante.
(NELSON e COX, 2004).

Estruturalmente, as proteinas sdo compostas de aminoacidos arranjados numa
cadeia linear e essa dobrada sobre si mesma, originando uma estrutura tridimensional
especifica. A seqUéncia dos aminoacidos de uma proteina €& definida pelo
processamento do RNAm transcrito pelo gene codificante da proteina e as vezes, apés

a delecado de peptidio(s) da pré-proteina. Os aminoacidos sdo ligados entre si por
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ligacbes peptidicas realizadas entre o grupo carboxilico de um residuo e a amina do

residuo de aminoacido adjacente.

Tabela 1. Cadeias laterais dos 20 residuos de aminoacidos
(projetados a partir dos atomos de C* da cadeia
principal). (Adaptado de FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002).

& 9 %"

Glicina Alanina Cisteina

.y

Valina

vy

Leucina

Tirosina

Glutamina

Histidina Prolina Glutamato Lisina

Legenda: @cQco @ NO®O0® s
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Geralmente, os genes codificam 20 tipos de aminoacidos (Tabela 1, pag.
anterior). Entretanto, em alguns organismos pode ocorrer a codificagdo de dois outros
aminoacidos: selenocisteina e pirrolisina; esses provenientes, respectivamente, da
tradugcdo dos codons de parada UGA e UAG (NELSON e COX, 2004; WHITFORD,
2005).

1.2 Estrutura e enovelamento de proteinas

A bactéria Escherichia coli produz mais de 3.000 diferentes proteinas, os
humanos entre 25.000 e 35.000 (excluindo-se as provenientes de splicing alternativo).
Para que cada proteina seja ativa e funcional, deve apresentar uma estrutura
tridimensional singular, denominada de nativa (NELSON e COX, 2004). Embora
inumeros estudos tedricos e experimentais sobre enovelamento protéico demonstrem
que uma sequéncia polipeptidica unica e funcional apresente uma unica estrutura
tridimensional estavel, na ultima década outros estudos relataram a existéncia do que
hoje sdo chamadas de proteinas metaestaveis, sendo essas capazes de se enovelarem
em mais de um estado tridimensional metaestavel e funcional (e.g. alfa 1-antitripsina
humana) (CABRITA e BOTTOMLEY, 2004).

Considerando-se a generalizagao inicial de uma sequéncia polipeptidica unica
corresponder a uma unica estrutura tridimensional estavel e funcional, torna-se intuitivo
considerar que essa estrutura protéica final seja determinada fundamentalmente pela
sequéncia dos residuos que a compdem. De fato, algumas observagoes relacionadas a
milhares de proteinas parecem suportar essa hipdtese: (1) proteinas com diferentes
funcdes apresentam diferentes sequéncias de residuos; (2) milhares de doencgas
genéticas sdo relacionadas a producao de proteinas defeituosas, sendo um tergo
dessas doencas relacionadas a mudanga de um unico residuo em toda a sequéncia; e
(3) a comparagéo de proteinas com fungdes similares em diferentes espécies, mostra

que essas apresentam sequéncias muito similares (NELSON e COX, 2004).
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Existem quatro niveis estruturais em ordem crescente de complexidade que
determinam a estrutura tridimensional final de uma proteina: (1) primaria; (2)
secundaria; (3) terciaria; e (4) quaternaria. A estrutura primaria corresponde a
sequéncia de residuos que constituem a proteina. A estrutura secundaria é formada
pelo agrupamento dos residuos de aminoacidos em pequenas estruturas definidas e
organizadas. Duas das estruturas secundarias mais conhecidas compreendem as
hélices-a (hélice do tipo 43) e folhas-f pregueadas. As estruturas em hélices podem se
orientar conforme a regra da méo direita (D) ou esquerda (E) (Figura 1) e organizadas
em diferentes periodos (Figura 2). As estruturas em hélice sao estabilizadas por
ligagdes de hidrogénio entre o grupo carboxila de um residuo “i” e amina de um residuo
“‘is@+n) (N 2 0) subsequente; sendo possivel, em principio, observarmos as seguintes
estruturas em hélice (Figura 2): 27, 31¢, 413 (hélice-a), 546 (hélice-n), € assim por adiante.
A denominacéao hélice-2; deriva da observagao de o segundo residuo (i+2) participar da
ligagcdo de hidrogénio e dos 7 atomos presentes no “anel” (O:::H-N-C'-C*-N-C’)
(Figura 2) delimitados pela ligagcédo de hidrogénio; quanto as outras hélices (310, 413, 516,
etc) aplica-se a mesma regra (FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002; NELSON e COX,

Figura 1. Possiveis orientagdes de estruturas em hélice. Hélices orientadas conforme a
regra da mao direita (D) e esquerda (E). (Adaptado de FINKELSTEIN e PTITSYN,
2002).

Residuc nimero: () 1

[§%]

-

=y
S

: : ) 0 0
Nterm  —N—C*—C' —N—C* ¢/ e ' N—C*—C'— Cderm

Helice: 2.

Figura 2. Ligagdes de hidrogénio (mostradas como flexas) tipicas em diferentes
estruturas em hélice. Os residuos sao numerados do N-terminal (N-term) até o C-
terminal (C-term) da cadeia. As diferentes hélices sdo nomeadas conforme a
extencao das ligacbes de hidrogénio. (Adaptado de FINKELSTEIN e PTITSYN,
2002).
32



Folhas-B pregueadas sao estruturas mantidas por ligagbes de hidrogénio;
entretanto, essas ligagdes séo estabelecidas entre cadeias polipeptidicas diferentes ou
entre segmentos distantes de uma mesma cadeia polipeptidica; exibindo, assim, uma
conformagao mais distendida comparada as estruturas em hélice e dispostas lado a
lado. Nessas estruturas, as ligagdes de hidrogénio ficam perpendiculares ao eixo das
cadeias e os grupos laterais, projetados para cima e para baixo do plano da folha-B. E a
conformacao da superficie da folha-f3, resultante do arranjo lado a lado de cada cadeia
ou segmento de cadeia que propicia o aspecto de uma folha pregueada (Figura 3).
Folhas-B pregueadas podem ser encontradas em diferentes conformagdes (Figura 4,
pag. 34): (1) paralela (BT7); (2) antiparalela (B T); e (3) mista (contendo estruturas BT7
e BJT). Em conjunto, as folhas-B sdo em geral torcidas (Figura 5a, pag. 34) devido a
cada fita-f isolada ser torcida por si mesma (Figura 5b, pag. 34), o que propicia a
alteragao da direcado das ligagbes de hidrogénio ao longo de cada fita, favorecendo
assim, uma angulacdo entre as fitas-B ligadas (FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002;
NELSON e COX, 2004).

Figura 3. Superficie de uma folha-B pregueada. As cadeias laterais dos residuos (tragos
vermelhos), se encontram nas pregas/dobras, e direcionadas como mostrado; e.g.
as cadeias laterais ascendentes e descendentes se alternam ao longo da fita-. As
ligacdes de hidrogénio sao mostradas em tracos azuis. (Adaptado de FINKELSTEIN
e PTITSYN, 2002).
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Figura 4. Sentido N-term para C-term das cadeias e posicao das ligagdes de hidrogénio
em folhas-B paralela (B71), antiparalela (847) e mista (BT14). Como mostrado,
em cada fita-, a ligagao de hidrogénio (tragos azuis) de um residuo é direcionado de
forma oposta aquele do seu residuo vizinho na cadeia. (Adaptado de FINKELSTEIN
e PTITSYN, 2002).

sk

(@)

Figura 5. (a) Torcao de uma folha-B. As fitas- sdo mostradas como flechas e as ligagoes
de hidrogénio em linhas azuis. (b) Visdo axial de uma volta da fita-B. As cadeias
laterais dos residuos sdo mostradas como circulos numerados, sendo os numeros,
crescentes conforme o aumento da distancia para o observador. As linhas azuis
indicam a dire¢cao dos grupos carboxilicos envolvidos nas ligagdes de hidrogénio da
folha-B. A grande flecha curva vermelha mostra a volta de uma fita-3, conforme essa
se aproxima do observador por um residuo, enquanto a pequena flecha curva
vermelha mostra a volta das ligagdes de hidrogénio, igualmente direcionadas,
conforme a fita-B se aproxima do observador por dois residuos. (Adaptado de
FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002).
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Além das estruturas regulares descritas anteriormente (hélice-a e folha-3
pregueada), também sdo encontradas outras estruturas irregulares, compostas
geralmente por metade dos residuos ndo envolvidos nas estruturas regulares, sendo as
mais importantes as voltas-p do tipo | e Il (FINKELSTEIN e PTITSYN, 2002).

A estrutura terciaria corresponde ao dobramento final da cadeia polipeptidica,
estabilizada por interagdes hidrofébicas, ibnica e pontes de dissulfeto (quando
presentes, devido a residuos de cisteina), entre os elementos de estrutura secundaria
especificados anteriormente, e também de regides sem estrutura definida, permitindo a
aproximacao e interagao dessas diferentes regides distantes, particularmente através
de ligagdes ndo-covalente entre as cadeias laterais dos residuos.

Por ultimo, a estrutura quaternaria consiste na associagdo de duas ou mais
cadeias polipeptidicas ou subunidades, formando uma proteina funcional de estado
oligomérico, sendo essas subunidades mantidas associadas por ligagbes néo-
covalentes entre as mesmas (NELSON e COX, 2004).

Atualmente as proteinas podem ser classificadas em quatro categorias:
globulares, fibrosas, de membrana e intrinsecamente desenoveladas (IUPs, da sigla em
inglés para Intrinsically Unfolded Proteins) (NELSON e COX, 2004; DYSON e WRIGHT,
2005). Proteinas globulares sao hidrossoluveis em grau variado e apresentam, como o
préprio nome diz, forma proxima de uma esfera/globulo. A forma esférica ocorre devido
ao arranjo espacial dos residuos de aminoacidos de sua sequéncia primaria, no qual os
residuos de aminoacidos apolares/hidroféficos tendem a se “esconder” no interior da
proteina e os demais, polares/hidrofilicos, permanecem na superficie da estrutura
protéica. Sado os residuos de aminoacidos polares da superficie, que através de
interagdes dipolo-dipolo com o solvente caracterizam o grau de hidrossolubilidade da
proteina. Além da hidrossolubilidade, existe outra caracteristica que diferencia as
proteinas globulares das fibrosas. As globulares possuem mais de um tipo de estrutura
secundaria regular, enquanto as fibrosas preferencialmente s6 um tipo (NELSON e
COX, 2004; WHITFORD, 2005).

As proteinas fibrosas sao insoluveis em solugdo aquosa, formando longos
filamentos que lembram fios esticados. Sdo geralmente encontradas como um
agregado organizado devido ao agrupamento das cadeias laterais hidrofébicas dos
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residuos de aminoacidos, que se projetam para fora do eixo da molécula. Sdo em sua
maioria compostas de curtas repeticdes de grupos especificos de residuos de
aminoacidos, e basicamente estruturadas em trés tipos de conformacdes: (1) motivos
super-hélices de hélices-a (e.g. queratinas); (2) extensas folhas-B antiparalelas (e.g.
fibroina); e (3) arranjo em triplice hélice (e.g. colageno) (NELSON e COX, 2004;
WHITFORD, 2005).

As proteinas de membrana sdo encontradas aderidas ou associadas as
membranas das células ou organelas. Essa classe de proteinas pode ser subdividida
em: (1) proteinas integrais de membranas; e (2) proteinas periféricas de membrana.
(NELSON e COX, 2004).

Proteinas intrinsecamente desenoveladas, também conhecidas como proteinas
naturalmente desordenadas ou naturalmente desestruturadas, constituem uma classe
de proteinas caracterizada pela auséncia de uma estrutura terciaria estavel, quando
isolada sobre condigdes fisioldgicas in vitro. Essa “nova” classe de proteinas vem sendo
estudada na ultima década, principalmente apds relatos da existéncia de algumas
proteinas envolvidas em interagdes proteina-proteina (quando ndo desempenhando
suas funcdes e isoladas na sua forma monomeérica), apresentarem-se naturalmente
desordenadas/desestruturadas; portanto, sem wuma estrutura definida como a
observada durante tais interagbes. Sugere-se, até o momento, que o estado
desenovelado natural das IUPs seja crucial para a fungcdo da mesma, sendo sua
composicao de aminoacidos menos hidrofébica do que a encontrada em proteinas
hidrossoluveis. Nao apresentam nucleos hidrofobicos e, n&do sdo susceptiveis a se
tornarem insoluveis quando aquecidas. Aproximadamente 40% das proteinas de
eucariotos possuem, ao menos, uma longa regido desorganizada (> 50 residuos).
Aproximadamente 10% das proteinas de varios genomas sao preditas como sendo
totalmente desenoveladas, sendo atualmente centenas de I|UPs identificadas,
entretanto nenhuma desempenhando uma fungdo enzimatica (TOMPA, 2002;
GUNASEKARAN et al., 2003; DYSON e WRIGHT, 2005; SCHLESSINGER et al.,
2009).

A compreensao do enovelamento de proteinas € considerada um dos mais
complexos problemas biolégicos. O enovelamento é considerado a segunda etapa da
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codificagdo genética (DILL et al., 1995), pois a estrutura de uma proteina “esta
determinada” no gene que a codifica, sendo que cada gene dita a sequéncia de
aminoacidos de uma proteina (LATTMAN e ROSE, 1993). A questdo central de se
entender o enovelamento é prever qual sera a estrutura tridimensional da proteina,
conhecida como estado nativo, simplesmente a partir de sua seqliéncia de aminoacidos
(TAKETOMI et al., 1975). A fungado de uma proteina esta relacionada de uma maneira
bastante complexa com sua sequéncia de aminoacidos (BORK et al., 1998), sendo esta
funcionalidade definida pela topologia geral da proteina (LEE e RICHARDS, 1971) que
s6 € alcangada apos o correto enovelamento da cadeia polipeptidica. Portanto, a
estrutura tridimensional (enovelada) da proteina e suas fungdes, ndo podem ser
compreendidas separadamente (PRIGOGINE, 1997). Mesmo sendo do senso comum
que a estrutura tridimensional de uma proteina seja definida por sua sequéncia de
aminoacidos, ainda ndo se sabe os detalhes de como essa informacao é processada.
Por esses aspectos, destacamos a importancia em se estudar a via de enovelamento
de proteinas, sua estabilidade e estrutura.

Anfinsen (1973), ao estudar o problema da desnaturacédo de proteinas como um
processo reversivel sob condigdes apropriadas, propds que a estrutura tridimensional
nativa de uma proteina, corresponde ao minimo global de energia. Em outras palavras,
ele propés que a estrutura nativa é determinada termodinamicamente, sendo
constatado que a cadeia polipeptidica abandona ou retorna faciimente a conformacéao
nativa se as condigcbes do solvente (ambiente) se afastam ou se aproximam das
fisiolégicas; concluindo que a estrutura nativa é determinada unicamente pela
sequéncia de aminoacidos da sua cadeia e pelas condi¢des fisico-quimicas do meio
solvente (ANFISEN, 1973; MICHELETTI et al., 1999).

Varios estudos sobre a dinamica do enovelamento de proteinas direcionam-se
para a compreensao de como o processo de enovelamento contorna o chamado
paradoxo de Cyrus Levinthal (ZWANZIG et al., 1992), que consiste nhum raciocinio
l6gico matematico feito sobre um trabalho de Levinthal. Levinthal (1969), ao estudar os
graus de liberdade de uma cadeia polipeptidica, sugeriu um numero astronémico de
conformacdes possiveis, tendo estimado, para tanto, valor da ordem de 10%%. Tendo-se

em mente o trabalho de Levinthal (1969), o paradoxo € hipotetizado da seguinte
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maneira: por exemplo, ao se considerar uma unica ligagao entre os residuos presentes
numa sequéncia polipeptidica de 101 residuos, e considerando-se que existam apenas
trés possiveis configuragcdes relacionadas a cada uma das ligagdes, isso significa que
essa proteina hipotética poderia adotar 3'®, ou 5 x 10*’ conformagdes diferentes. Se
essa proteina fosse capaz de experimentar 10" configuragdes diferentes de ligagao por
segundo, entdo a proteina levaria 3" x 10" s = 5 x 10* s para experimentar todas as
configuragbes possiveis (ZWANZIG et al., 1992). Isso é um tempo muito longo, 119
milhdes de bilhdes de vezes maior do que a idade do Universo, considerada como
13,73 bilhdes de anos (HINSHAW et al., 2009). Sabe-se que proteinas pequenas e de
um unico dominio enovelam-se rapidamente, em milisegundos, o que sugere a
existéncia de caminhos preferenciais para o enovelamento, conduzindo a molécula para
um minimo global de energia.

Outros modelos foram criados para explicar o enovelamento de proteinas
(WETLAUFER, 1973; KIM e BALDWIN, 1982; HARRISON e DURBIN, 1985; BALDWIN,
1989; FERSHT, 1997. Para uma revisdo veja RAMOS e FERREIRA, 2005). Hoje se
considera que a forma nativa pode nao corresponder ao minimo global de energia,
podendo entretanto se acomodar também em um minimo local (BERG et al., 2000).
Experimentos termodinamicos demonstram que o enovelamento de proteinas pequenas
pode ser descrito por um processo reversivel do tipo “dois-estados” (PRIVALOV e
KHENCHINASHVILI, 1974), ou seja, ou as moléculas estdo no estado nativo, ou estao
desenoveladas, ndo existindo estados intermediarios detectaveis. No entanto, existem
algumas excegbes: a apomioglobina (apoMb), por exemplo, apresenta estados
intermediarios (GRIKO et al., 1988; JENNINGS e WRIGHT, 1993), enovelando-se
conforme um processo no qual certas estruturas secundarias nativas se formam
rapidamente e estabilizam a cadeia protéica num estado metaestavel intermediario,
chamado de “molten globule” (OHGUSHI e WADA, 1983; PTITSYN, 1991; BALDWIN e
ROSE, 1999). Padronizou-se chamar de “molten globule” a forma compacta semelhante
a estrutura nativa (sem elementos terciarios), e de intermediarios as formas com alguns
elementos terciarios semelhantes ao do estado nativo.

Com o avango dos estudos, uma outra perspectiva para o enovelamento de
proteinas foi proposta. Essa proposta sugere um cenario onde o perfil energético do
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processo de enovelamento de uma proteina se assemelha a um funil rugoso (SALI et
al., 1994; BALDWIN, 1995). Nesse modelo (Figura 6, pag. 40), o topo do funil
representa um grande numero de conformacdes com alta energia, portanto instaveis e
desenoveladas. Seguindo o modelo, para se enovelar, a proteina seguiria por rotas
especificas em direcdo a base do funil onde a energia seria a minima, correspondendo
ao estado nativo. Durante esse processo, diferentes rotas poderiam ser percorridas
pela proteina; ou seja, o processo poderia ser do tipo liso (representando um
enovelamento extremamente rapido do tipo “dois-estados”), mais rugoso e lento
(apresentando minimos de energia locais relacionados a intermediarios) (RADFORD et
al.,, 1992), e vales de baixa energia com barreiras intransponiveis, relacionados a
agregados irreversiveis e possivelmente fibrilas amildides. Recentemente, estudos
computacionais e experimentais indicam que os caminhos e as taxas de enovelamento
séo fortemente determinadas pela topologia do estado nativo (FERRARA e CAFLISCH,
2001). As mais sofisticadas técnicas para a predi¢cdo da estrutura de proteina a partir da
sequéncia da mesma, conseguem, na maioria das vezes, prever corretamente a
topologia da estrutura nativa, mas n&o conseguem prever detalhes estruturais
importantes, como as voltas ou certos tipos de empacotamento (SCHONBRUN et al.,

2002); desta forma, o enovelamento de proteinas ainda é um problema em aberto.
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Figura 6. Modelo estratificado de um diagrama de energia-entropia do enovelamento de

uma proteina. A esquerda é representada a energia média de uma estrutura em um
determinado estrato (Q, fragdo de contatos nativos), e a entropia do estrato. A direita
estd representado o funil energético correspondente. A profundidade no funil
corresponde a energia (sendo nesse modelo identificado por Q, apds escalar). A
largura no funil representa a entropia configuracional dos estratos. Os numeros
indicados juntos das diferentes estruturas mostradas, representam a probabilidade
de tais estruturas em concluir o enovelamento antes de se desenovelarem.
Profundidades intermediarias no funil correspondem aos valores intermediarios na
probabilidade das estruturas completarem seu enovelamento. A entropia (TegS)
favorece o conjunto de estados préximos do topo do funil, enquanto a energia livre
(EL) de estabilizagdo de cada estrutura/estado, favorece ao fundo do funil (Adaptado
de WOLYNES, 2008).
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1.3 Desnaturagao, desenovelamento e agregacao protéica

Proteinas que apresentam perda significativa da estrutura terciaria levando a
perda de sua fungdo, sdo consideradas desnaturadas (NELSON e COX, 2004). A
maioria das proteinas podem ser desnaturadas por calor, esse afetando interacdes
fracas, como ligagcbes de hidrogénio, com perda abrupta da estrutura quando a
temperatura chega a um patamar especifico. A mudanga abrupta da estrutura protéica
em consequéncia do aumento da temperatura, indica que o desenovelamento protéico
€ um processo do tipo cooperativo, no qual a perda de estrutura numa regido da
proteina desestabiliza outras regides. Além da temperatura, outros fatores podem
causar a desnaturacdo de uma proteina, tais como: (1) pH; (2) acidos (e.g. acido
acético, acido tricloroacético 12%); (3) solventes organicos (e.g. etanol, acetona); (4)
reagentes de ligacéo cruzada (e.g. formaldeido, glutaraldeido); (5) agentes caotrdpicos
(e.g. uréia 6-8 mol/L, cloreto de guanidina (GdnHCI) 6 mol/L, perclorato de litio 4,5
mol/L); e (6) redutores de pontes de dissulfeto (e.g. 2-mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT))
(NELSON e COX, 2004; WHITFORD, 2005).

Proteinas desenoveladas em altas concentragdes de desnaturantes ou em altas
temperaturas, sugeriram, até pouco tempo, que estados desenovelados seriam a
randomizacao da conformacdo protéica, a qual estaria isenta de interagdes inter-
residuos nao randémicas persistentes (MCCARNEY et al., 2005). Essa idéia passou por
mudangas nos ultimos anos, isso devido a um crescente numero de estudos sobre
estados desnaturados frente a uma variedade de condi¢des, principalmente usando
espectroscopia de RMN (VENDRUSCOLO e DOBSON, 2005). Atualmente considera-
se que, mesmo em altas concentragdes de desnaturantes, agrupamentos significantes
de cadeias laterais alifaticas e aromaticas podem persistir, mesmo quando nenhuma
estrutura secundaria significante for conservada (LE DUFF et al., 2006). Em um estudo
com a proteina lisozima, interagdes nao-nativas implicando grupos aromaticos,
mostraram-se persistentes em altas concentragbes de desnaturante (KLEIN-
SEETHARAMAN et al., 2002). Estruturas residuais encontradas em certos conjuntos de
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estados desenovelados, parecem desempenhar um importante papel no inicio da
agregacao de proteinas desenoveladas (MISHIMA et al., 2006).

Inimeras técnicas experimentais e estudos tedricos indicam que uma fragao
significante dos contatos que definem a estrutura nativa de uma proteina pode estar
presente no estado desenovelado, sendo esse achado uma forte indicacdo de que a
presenca de tais contatos no estado desenovelado devem, portanto, ser necessarios
para estabelecer a topologia do estado nativo necessario para uma reagao de
enovelamento eficaz (DING et al., 2005; LINDORFF-LARSEN et al., 2005; MITTAG e
FORMAN-KAY, 2007). Por outro lado, nota-se ainda que essas preferéncias estruturais,
determinadas pelas propriedades intrinsecas da sequéncia de aminoacidos (e.g.
propencao de estruturas secundarias, carga e hidrofobicidade), ndo sé determinam a
capacidade da cadeia polipeptidica de enovelar-se eficientemente até o estado nativo,
mas parecem ser igualmente importantes na determinagdo da cinética da agregacao
protéica (KAD, et al., 2003; UVERSKY e FINK, 2004; JAHN e RADFORD, 2005).

1.3.1 Chaperonas moleculares e agregagao protéica

Chaperonas ou proteinas de choque térmico (Hsp, da sigla em inglés para Heat
shock proteins), sdo uma classe de proteinas muito conhecida. Por muitos anos, os
genes Hsp eram vistos como mistérios académicos, curiosidades confinadas aos
estudos de glandulas salivares da mosca das frutas Drosophila melanogaster. O estudo
das Hsps se iniciou apos a observagcao de um novo padrdo de expressao génica
advindo da preparagao de uma glandula de Drosophila, quando essa foi acidentalmente
aquecida no estagio de preparacdo do microscopio para visualizagdo da mesma
(RITOSSA, 1962). Entretanto, somente ap6s 10-15 anos, um RNAm de Hsp foi isolado
de Drosophila (ASHBURNER, 1982). A resposta ao choque térmico é caracterizado
pelo aparecimento de proteinas que transientemente permitem o aumento da tolerancia
frente ao aumento da temperatura. Além do choque térmico, sdo descritos outros

fatores de estresse que propiciam a expressao de chaperonas, tais como: estresse
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oxidativo, privacdo de glicose e infec¢des, e fatores que podem levar ao incorreto
enovelamento e agregacao de proteinas intracelulares. Também é reportado que a
expressao das chaperonas pode estar envolvida na citoprotegdo, prevengao de
apoptose, bem como na sinalizacdo de caminhos alternativos na circulagdo de
proteinas durante periodos de estresse celular (WESTERHEIDE e MORIMOTO, 2005).
A superfamilia das Hsps sao classificadas de acordo com a massa das proteinas, bem
como da fungcdo das mesmas, incluindo as Hsp100s, Hsp90s, Hsp70s, Hsp60s,
Hsp40s, small Hsps e heme oxigenase (Hsp32) (KAMPINGA et al., 2009).

1.3.1.1 Familia das Hsp40s

Hsp40s sao proteinas com massa molecular de aproximadamente 40 kDa e
definidas pela presenga de um dominio altamente conservado (dominio J), com cerca
de 70 residuos, formando quatro hélices-a nomeadas de hélices-a | até IV (HILL et al.,
1995). As proteinas da familia Hsp40 sao diversificadas. Basicamente sao classificadas
em trés grupos: A, B e C, baseadas no grau de conservagdo dos dominios
(CHEETHAM e CAPLAN, 1998). As do tipo A ou |, s&o aquelas similares a DNAJ de E.
coli, apresentando quatro dominios: dominio J, uma sequéncia rica em glicinas e
fenilalaninas, um dominio rico em cisteinas e o dominio DNAJ C, sendo que os
dominios rico em cisteinas e DNAJ_C estdo envolvidos na interagdo com o substrato
(LI et al., 2003). As do tipo B ou Il ndo apresentam o dominio rico em cisteinas, e as do
tipo C ou lll possuem apenas o dominio J. As familias A e B sado diméricas
(CHEETHAM e CAPLAN, 1998).

As Hsp40s sao consideradas co-chaperonas das Hsp70s em razdo da
capacidade de ligar substratos e transporta-los a Hsp70 e concomitantemente estimular
a atividade ATPasica dessa ultima. Entretanto, existem evidéncias de que as Hsp40s
do tipo | também funcionem como chaperonas por si s6 (PRIP-BUUS et al., 1996), isso
devido a presenga do dominio rico em cisteinas no qual ocorre a ligagao de ions zinco.
As proteinas da familia Hsp40 sdo capazes de manter o substrato em uma
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conformacdo capaz de ser renovelado, sendo assim considerada uma “holdase”; ou
seja, ligam peptideos parcialmente enovelados, prevenindo a agregagdao dos mesmos,
mas sem auxiliar no renovelamento. Essas chaperonas denominadas como “holdases”
sdo geralmente independentes de ATP e entregam o substrato para chaperonas do tipo
‘enovelases” ou para o sistema proteolitico (BEISSINGER e BUCHNER, 1998).

1.3.1.2 Small heat shock proteins (sHsps)

Small heat shock proteins (sHsp) sdo encontradas em praticamente todos os
organismos (CASPERS et al.,, 1995; DE JONG et al., 1998). Sdo definidas pela
presenca de um dominio altamente conservado, localizado no C-terminal chamado de
dominio a-cristalino (MORNON et al., 1998), assim por ter sido identificado inicialmente
nas proteinas que compdéem o cristalino dos olhos de vertebrados (De JONG et al.,
1993). Esse dominio é bastante conservado entre diferentes espécies muito distantes
evolutivamente (De JONG et al., 1998).

As sHsps apresentam uma massa molecular que varia de 9 a 42 kDa, razéo da
denominacéo “small’, sendo sua forma nativa encontrada geralmente organizada em
grandes oligbmeros de 8 a 32 subunidades (VAN MONTFORT et al., 2001).

Estudos com varias sHsps mostram, in vitro, que essas proteinas possuem
funcdo de chaperona, sendo capazes de ligar proteinas parcialmente desenoveladas,
prevenindo a agregacao irreversivel dessas (HASLBECK et al., 2005). As sHsps
normalmente ligam os substratos (atividade essa independente de ATP), quando esses
expdem regides hidrofébicas, mantendo-os em um estado que pode ser renovelado
(EHRNSPERGER et al.,, 1997). O substrato pode ser liberado das sHsps para o
renovelamento por outras chaperonas dependentes de ATP como os sistemas Hsp70
ou Hsp100 (CASHIKAR et al., 2005). Por esse motivo, assim como as Hsp40s, as
sHsps também podem ser consideradas “holdases” (BEISSINGER e BUCHNER, 1998).
Os substratos das sHps variam desde peptideos até proteinas oligoméricas sem
nenhuma especificidade de sequéncia, estrutura ou de pl (HASLBECK et al., 2004).
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Além disso, essas chaperonas tém o potencial de ligar pelo menos uma molécula de
substrato por subunidade, o que faz delas bastante eficientes na prevencdo da
agregacao protéica (BUCHNER et al., 1998).

1.4 Amildéide, amiloidose e fibrilas amildides

O termo amildide foi utilizado pela primeira vez por Rudolph Virchow em 1854.
Virchow, ao usar uma solug¢ao aquosa de iodo combinada com acido sulfurico hidratado
(conhecida por corar celulose em azul), para corar algumas estruturas encontradas em
humanos, observou que tais estruturas apresentaram a mesma propriedade de se
corarem em azul. Anteriormente, em animais inferiores, ja havia sido descrita a
presenca de tais estruturas parecidas com a celulose, entdo denominadas de corpos
amilaceos, geralmente presentes em epéndimas e no plexo coréide, e que também
apresentavam a mesma propriedade da celulose quando coradas (VIRCHOW, 1854a).
Posteriormente a esse trabalho, Virchow (1854b) e Meckel, ao testarem tecidos
humanos contendo estruturas que hoje denominamos de placas amildides, observaram
a mesma reagdo com o iodo observada nos corpos amilaceos. Friedreich e Kekulé
(1859) mostraram que aquele material amildide, ao contrario do que se pensava, era
composto por proteinas e nao por carboidratos, achado esse confirmado por Hanssen
(1908). As amiloidoses sdo descritas como uma classe de patologia causada por
alguma espécie de desordem no enovelamento de proteinas e que pode originar a
formagao de agregados da proteina em questao, e assim, podendo levar a formacéao de
fibrilas amildides e a deposicdo anormal dessas estruturas em oOrgaos e tecidos
(GLENNER, 1980; FERREIRA e De FELICE, 2001; RAMOS e FERREIRA, 2005).
Pouco mais de 60 proteinas amildides ja foram identificadas (MOK et al., 2007), sendo
36 delas associadas de alguma maneira a alguma doenga amiloidogénica em humanos
(PETTERSSON-KASTBERG et al., 2009) (Tabela 2, pag. 46).
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Tabela 2. Correlacao genotipo-fenotipo de proteinas humanas relacionadas com

amiloidoses.

Proteina
(n° de residuos)

Genétipo (Mutagdes pontuais)

Fenétipo (Doenca associada)

Beta-amiléide
(39-43)
Transtirretina
(127)
Transtirretina
(127)
Gesolina
(782)

a-sinucleina
(140)

Lisozima
(148)

Receptor da
oncostatina M
(979)

Proteina pridnica
(253)

Proteina pri6nica
(253)

Proteina pridnica
(253)

+ de 85 variantes

D187N

A30P, E46K ou A53T

I56T, F571, W64R ou D67H

C634G

D178N-129V, V180l,
V1801/M232R, T183A, E196K,
E200K, V203I, R208H, V210I,

E211Q ou M232R
P102L, P105L, A117V,
G131V, F198S, D202N,

Q212P, Q217R ou M232T

D178N-129M

Mal de Alzheimer
(FORSTL e KURZ, 1999)

Amiloidose sistémica senil
(WESTERMARK et al., 2002)
Amiloidoses sistémicas familial
(CONNORS et al., 2003)
Amiloidose familiar tipo-5
(MAURY et al., 1990)
Mal de Parkinson
(Ll et al., 2001;
ZARRANZ et al., 2004)
Amiloidose familiar visceral
(PEPYS et al., 1993;
HARRISON, et al., 1996;
GRANEL et al., 2002;
YAZAKI et al., 2003)

Amiloidose liquen-cutanea
(SERI et al., 1997)

Doenca de Creutzfeldt-dakob
(KOVACS et al., 2002)

Doenca de Gerstmann-Straussler-

Scheinker
(KOVACS et al., 2002)
Ins6nia familial fatal
(KOVACS et al., 2002)
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Como exemplos de amiloidoses conhecidas temos: Alzheimer, Parkinson,
Huntington, amiloidose sistémica senil, polineuropatia familiar amiloidética
(WESTERMARK et al., 1990; GHISO et al., 1994; KELLY, 1996). Em algumas dessas
doengas, como amiloidose sistémica, quilogramas de proteinas insoluveis podem se
depositar em varios tecidos e érgdos (DOBSON, 2003; RAMOS e FERREIRA, 2005).
Esses depdsitos sdo compostos por fibrilas rigidas (Figura 7, pag. 48), possuindo
algumas caracteristicas em comum, tais como: serem nao-ramificadas, terem de 7-10
nandémetros de diametro, com comprimentos variaveis, estrutura tipica de folha-[3-
cruzada antiparalela ou paralela orientada perpendicularmente ao eixo da fibrila
(CASTANO e FRANGIONE, 1988; LANSBURY et al., 1995; TYCKO, 2006), insoluveis,
resistentes a proteases, ligarem a corantes como vermelho de Congo (KLUNK et al.,
1989) e a sonda fluorescente Tioflavina T (NAIKI et al., 1989; LEVINE, 1993), e podem
ser constituidas de duas ou mais estruturas denominadas de protofibrilas entrelacadas
em hélice orientada a esquerda (FANDRICH et al., 2006).

Varios estudos in vitro demonstram que as proteinas amiloidogénicas se auto-
montam de maneira irreversivel até fibrilas, através de um processo inicial de nucleagao
(FANDRICH et al., 2006). A formagéo in vitro dessas fibrilas amildides parece ser
causada por condigdes que favorecam estados parcialmente enovelados mais
propensos a agregacgao (SIRANGELO et al., 2002), especificamente por intermediarios
que sao estruturalmente instaveis comparativamente ao estado nativo da proteina
(SPEED et al., 1996; FINK, 1998).

A formacgéao das fibrilas amiléides é geralmente caracterizada por uma fase lag
seguida de um periodo de rapido crescimento (ZEROVNIK, 2002). A propensdo em
formar fibrilas amildides n&o parece estar restrita apenas as proteinas potencialmente
conhecidas como amiloidogénicas, mas parece ser uma propriedade de todas as
proteinas, sendo identificada em proteinas que ndo possuem patologia relacionada,
como por exemplo a apomioglobina (FANDRICH et al., 2001). Das diversas proteinas
humanas amiloidogénicas conhecidas, constata-se que entre elas existe pouca ou
ainda nenhuma homologia estrutural ou mesmo entre as sequéncias de seus residuos
de aminoacidos (KELLY, 1996), sendo, entretanto, suas semelhangas amiloidogénicas

explicadas pela propensdo dessas proteinas em adotarem uma conformagéo
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intermediaria em comum, através da desnaturacéo parcial, tornando-as capazes de se

auto-montarem em estruturas fibrilares (KELLY, 1996).

Figura 7. Modelo estrutural proposto de uma fibrila amiléide. Nota-se as
folhas- orientadas perpendicularmente ao eixo da fibra (Adaptado
de STANIFORTH et al., 2001).
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Experimentos com poliaminoacidos especificos demonstram que para a
ocorréncia da estrutura tipica encontrada nas fibrilas amildides, essa nao requer a
presenca de interagdes especificas entre as cadeias laterais ou mesmo de arranjos de
sequiéncias dos residuos da cadeia polipeptidica (FANDRICH e DOBSON, 2002). Outro
trabalho, usando a apomioglobina como modelo, sugere a hipétese de que a formagéao
das espécies fibrilares € uma propriedade de todas as proteinas. O fato de uma
proteina, como a apomioglobina, essencialmente formada por hélices-a. ser capaz de
produzir fibrilas amildides formadas principalmente por folha-B, indica que essa
mudanca conformacional é dirigida pelas interagcdes da cadeia principal (DOBSON,
2003). Como a cadeia principal € comum em todos os polipeptidios, isso explicaria
porque todas as proteinas teriam propensao de formar fibrilas amiléides. Contudo,
outras evidéncias experimentais sdo necessarias para a confirmagao dessa hipotese.
Apesar de proteinas diferentes serem capazes de formar fibrilas amildides, essas
fibrilas possuem algumas caracteristicas que as diferenciam. Alguns trabalhos mostram
que apesar da capacidade de formar fibrilas amildides seja a mesma entre as varias

sequéncias, a propensao a formagao pode variar enormemente (CHITI et al., 2003).

1.5 Mioglobina

A mioglobina (Mb) da baleia do espermacete (Physeter catodon) é uma
hemeproteina globular monomérica de massa molecular de 17 kDa, composta por 153
residuos de aminoacidos, estruturada em 8 hélices-o. nomeadas de A-H (TAKANO,
1977) (Figura 8, pag. 50), e que desempenha a fungdo de transporte de oxigénio
(ANTONINI e BRUNORI, 1971). Para ligar o oxigénio, a mioglobina necessita de um
grupo prostético conhecido como heme (Figura 9, pag. 51), constituido de uma
protoporfirina e um atomo de Fe centralizado (STRYER et al., 2002). Na auséncia do
grupo heme, a mioglobina, agora denominada apomioglobina (apoMb), deixa de
exercer seu papel fisiolégico, mantendo a maioria de suas caracteristicas fisico-
quimicas, sendo algumas das diferengas a auséncia da cor vermelha (BRESLOW et al.,
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1965), menor estabilidade e menor compactagcédo (GRIKO et al., 1988; NISHII et al.,

”

1994), desestruturagdo da hélice F e auséncia das caracteristicas de “molten globule
(ELIEZER e WRIGHT, 1996; RIBEIRO-JR e RAMOS, 2004).

Figura 8. Modelo da estrutura tridimensional de mioglobina de baleia do espermacete.
Mioglobina é uma proteina exclusivamente em hélice-a, envolvida no transporte
de oxigénio. E constituida por 8 hélices-a, denomindas A até H. As hélices sdo
mostradas como cartoons. O grupo prostético heme € mostrado na forma de
bastdes conectados. Figura criada usando o software Pymol (Delano Scientific
LLC) e a estrutura em PDB da mioglobina (2JHO).
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Figura 9. Grupamento heme presente na mioglobina, hemoglobina, citocromos e outras
heme proteinas. (a) O grupo heme é constituido de uma complexa estrutura
organica na forma de anel, denomidada de protoporfirina, na qual esta ligado um
atomo de ferro no seu estado ferroso (Fe?*). O atomo de ferro é hexacoordenado,
sendo tetracoordenado com o plano do anel de porfirina, ao qual esta ligado, e
bicoordenado paralelamente a esse mesmo plano porfirinico. (b) Na mioglobina e
hemoglobina, uma das coordenagdes perpendiculares do ferro esta ligada a um
atomo de nitrogénio de uma Histidina, enquanto a outra coordenagdo permanece
livre, servindo de sitio de ligacado obrigatério para uma molécula de oxigénio (O,)
(Adaptado de NELSON e COX, 2004).

A mioglobina ja teve sua funcéo, estrutura e via de enovelamento amplamente
estudada (JAMIN, 2005), sendo considerada uma proteina modelo para o estudo de
intermediarios da via de enovelamento de proteinas (PRIVALOV, 1996). Durante o seu
desenovelamento acido, a apoMb forma um intermediario em pH préximo de 4 com
propriedades fisicas tanto do estado nativo (pH neutro) quanto do estado desenovelado
(pH 2) (GRIKO et al., 1988). Nessas condi¢cdes, somente as hélices-a A, G, H e parte

da B estdo estruturadas (HUGHSON et al., 1990; LOH et al., 1995; ELIEZER et al.,
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1998), os triptofanos se encontram parcialmente expostos (KIRBY e STEINER, 1970), e
a estrutura terciaria € menos compacta que a observada na forma nativa (ELIEZER et
al., 1995). A existéncia desse intermediario composto pelas hélices-a A, B, G e H, é
considerada uma importante etapa para que a apoMb alcance seu estado nativo, sendo
essa consideracdao comprovada por estudos utilizando mutagdes sitio-dirigidas (KAY et
al., 1999; LUO e BALDWIN, 2001).

Considera-se a presenca de dois intermediarios na via de enovelamento da
apomioglobina, propondo-se que a proteina se enovela de maneira sequencial,
primeiramente com a formacado das hélices-aa A, G e H e posterior incorporagao da
hélice B formando um estrutura significativamente compacta e estavel (LOH et al.,
1995; LUO e BALDWIN, 2001). Esses dois intermediarios, denominados |, e Iy,
coexistem em um equilibrio dependente de pH, concentragdo de uréia e de alguns
anions (JAMIN e BALDWIN, 1998). Fortes evidéncias da existéncia dos dois
intermediarios consiste na observagao da diferenga dos espectros de fluorescéncia da
proteina entre os pHs 3,4 - 4,2 e do aumento dessa fluorescéncia na presenga de 1 M
de uréia, das quais se conclui que a hélice-a. B ainda ndo estaria formada no |,, forma
essa sendo a unica presente em pH 3,4. Enquanto em pH 4,2, a forma dominante seria
l,, com a hélice-a B parcialmente ou totalmente formada, sendo essa forma a primeira a
se desenovelar na presenca de até 1 M de uréia, quando apenas |, estaria entao
presente. De fato, Eliezer et al. (1998) demonstram que a hélice-a B estaria mais
estruturada no intermediario em pH 4 — 4,2, sugerindo de fato que o dominio ABGH
seria o nucleo da forma l,. Outros estudos constatam que ocorrem protecdes diferentes
dos residuos da hélice-a B, concluindo-se que ha maior estruturacdo da porgao C-
terminal dessa hélice-a (NISHIMURA et al., 2002, 2003).

Postula-se que no decorrer do processo de enovelamento da mioglobina, a
primeira hélice-a a se formar seja a H e a ultima a hélice-a F; essa ultima se
estruturando com a incorporagao do grupo heme, finalmente originando a forma Holo
funcional (ONUFRIEV et al., 2003). Geierstanger et al. (1998) mostrou que a formagéao
do intermediario seja uma consequéncia do rompimento de uma ponte de hidrogénio

entre as Histidinas 24 e 119, localizadas respectivamente nas hélices-a B e G. O
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intermediario da apomioglobina é formado cooperativamente e estabilizado por
interacdes hidrofobicas, sendo que mutagdes que perturbem essas interagdes de
empacotamento afetam a estabilidade desse intermediario e essa desestabilizacdo é
semelhante a encontrada no estado nativo (KAY e BALDWIN, 1996; JAMIN e
BALDWIN, 1996; KAY et al., 1999). Estes resultados mostram, portanto, que a estrutura
do intermediario apresenta caracteristicas do estado nativo (KAY et al., 1999), sendo
mais bem definida para um estado do tipo ‘molten-globule’ (OGUSHI e WADA, 1983;
KUWAJIMA, 1989). A presenca dos intermediarios seria uma solugdo ao paradoxo de
Levinthal, pois a formagéo dessas estruturas parcialmente enoveladas podem restringir
o numero de conformacdes, considerando-se ainda que a estrutura nativa da proteina
pode ser determinada muito mais pela sua via de enovelamento do que pela sua

conformacgao mais estavel (BALDWIN, 1989).

1.6 Mioglobina e fibrilas amiléides

A mioglobina € uma proteina globular compacta, estavel e aparentemente sem
nenhuma propensao a formacédo de fibrilas amiléides, sendo predominantemente
composta de hélices-o € sem a presenca de estruturas em folha-. Entretanto, verifica-
se que quando essa proteina € incubada em 50 mM de tampao borato de sédio, pH 9, a
65°C, observa-se uma grande quantidade de estruturas fibrilares vistas por microscopia
eletrbnica de transmissao (MET), contendo grande quantidade de estruturas em folha-8
observadas por espectro de dicroismo circular e anisotropia de raios-X, e por marcagao
colorimétrica em ensaios com tioflavina T (ThT) e vermelho de Congo (FANDRICH et
al., 2001). Cogita-se que a formagdo de fibrilas amildides da mioglobina esteja
relacionada as condicdes em que a cadeia polipeptidica esteja desenovelada
(FANDRICH et al., 2003) ou as porcdes da cadeia polipeptidica sem elementos estaveis
de estrutura secundaria que nido seriam capazes de se enovelarem ou mesmo de
formarem espécies parcialmente enoveladas (FANDRICH e DOBSON, 2002). Outros
trabalhos demonstram que um duplo mutante de mioglobina, W7F/W14F, na sua forma
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apo, também apresenta capacidade de formacdo de fibrilas amiléides similares a
proteina selvagem, mesmo em pH fisiolégico e a temperatura ambiente, sugerindo que
os processos de agregacao e fibrilizacdo de apomioglobina podem ser dirigidos por
uma forma nao-nativa que é citotdxica, mesmo nesse estado pré-fibrilar (SIRANGELO
et al., 2002; SIRANGELO et al., 2004). Esse resultado, combinado com a identificagéo
da participacdo da hélice-a G na formacao de fibrilas, levantou a hipétese de que
sequéncias especificas na apomioglobina estariam envolvidas com a formacéo inicial
de fibrilas amildides nessa proteina (FANDRICH et al., 2003). Contudo, um
mapeamento extensivo de tais sequéncias nao havia sido realizado até o presente

momento.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi estudar as caracteristicas fisico-quimicas de
fibrilas amildéides de 19 mutantes de apomioglobina de baleia (Physeter catodon) e
compara-las com a forma selvagem. Como objetivos especificos, primeiramente nos
propusemos a estudar o perfil cinético de formacgao de fibrilas amiléides de mutantes
envolvidos em alteracdes da hidrofobicidade, interacdes eletrostaticas, propensao,
delecdo e permutagao de hélices-a e relativos ao intermediario da via de enovelamento.
Secundariamente analisamos a morfologia, citotoxicidade e outras propriedades das
fibrilas — bem como das espécies precursoras das mesmas — dos mutantes que
apresentaram cinética amiloidogénica, estatisticamente diferente da proteina selvagem.
Por fim, estudamos alguns agentes potencialmente ativos contra a agregacao protéica,
tais como chaperonas moleculares e agentes desnaturantes, a fim de avaliar a
eficiéncia dos mesmos em impedir ou reverter a fibrilizacdo amiléidica das proteinas

estudadas.
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3 MATERIAIS E METODOLOGIAS

3.1 Materiais

3.1.1 Mutantes de apomioglobina

Os mutantes (Tabela 3, pag. 57) de apomioglobina estudados neste projeto
foram divididos em seis categorias: 6 estavam envolvidos com interagcdes hidrofébicas
(V10F, A110F, A127F, A130F, A134F e V10F/M131F), 3 com interagdes eletrostaticas
(EO4A, E18A/K77A e R118A), 4 com o intermediario da via de enovelamento (D20A,
H24V/H119F, H36Q e M131A), 2 com delecdo de hélices-a (apoMb1.123 € apoMb1.gg), 2
com permutacao das hélices-a (apoMb-B_GHA e apoMb-C_GHAB) e 1 envolvido com
a propensao de hélice-a (A15G/A74G). Outro mutante estudado foi o W7F/W14F, esse

utilizado como segundo controle.

1-VLSEGEWQLVLHVWAKVEADVAGHGQDILIRLFKS HPETLEKFDRFK-47
A B Cc
48-HLKTEAEMKA SEDLKKHGVTVLTALGAILKKKGHHEAELKPLAQSHATK-96
D E F
97-HKIPIKYLEFISEAIIHVLHSRHPGDFGADAQGAMNKALELFRKDIAAKYKELGYQG-153
G H

Figura 10. Esquema da estrutura primaria e secundaria da mioglobina selvagem de
baleia (Physeter catodon). A estrutura primaria da mioglobina esta representada
pelas letras dos cédigos de cada aminoacido e as hélices-a estdo sombreadas em
cinza. As hélices-a sdo nomeadas de A — H (em negrito abaixo da seqiéncia). Os
aminoacidos em vermelho se referem aqueles que foram mutados (Tabela 4, pag.
58).
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Tabela 3. Racionalidade dos mutantes e prévio conhecimento de seus efeitos na

estabilidade da apomioglobina.

Mutante Efeito medido ou esperado Referéncia
V10F desestabilizacdo RAMOS_ Comunicagao pessoal
A110F desestabilizagdo RAMOS_Comunicagéo pessoal
A127F desestabilizacdo RAMOS_Comunicagao pessoal
A130F desestabilizacdo RAMOS Comunicagao pessoal
A134F desestabilizacdo RAMOS_Comunicagéao pessoal
V10F/M131F desestabilizacdo RAMOS Comunicagao pessoal
W7F/W14F desestabilizacao SIRANGELO et al., 2000
H24V/H119F estabilizagao BARRICK et al., 1994
D20A sem efeito KAY e BALDWIN, 1998
M131A desestabilizacio KAY e BALDWIN, 1996
H36Q desestabilizacao BARRICK et al., 1994
A15G/A74G desestabilizacio REGIS et al., 2005
EO4A desestabilizacdo RAMOS et al., 1999
E18A/K77A sem efeito RAMOS_Comunicagéo pessoal
R118A estabilizacao RAMOS et al., 1999
apoMb 123 desestabilizacédo RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005
apoMb g9 desestabilizacéo RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005
apoMb-B_GHA desestabilizacio RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005

apoMb-C_GHAB

desestabilizagéo

RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005
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Tabela 4. Localizacao das mutacoes sitio-dirigidas na estrutura da mioglobina (Figura

10, pag. 56).

Mutante Localizacao Referéncia
EO04A Interface entre as hélices-a. A e EF RAMOS et al., 1999
W7F Interface entre as hélices-a. A e H KAY e BALDWIN, 1996
V10F Hélice A *)
W14F Interface entre as hélices-a A e E KAY e BALDWIN, 1996
A15G Hélice A REGIS et al., 2005
E18A Interface entre as hélices-a A e E RAMOS et al., 1999
D20A Interface entre as hélices-a B e G RAMOS et al., 1999
M131F Interface entre as hélices-a A, Ge H BERTAGNA e BARRICK, 2004
H24V Interface entre hélices-a. B, Ee G BARRICK et al., 1994
H36Q Interface entre hélices-o. BC e G BARRICK et al., 1994
A74G Hélice E REGIS et al., 2005
K77A Interface entre as hélices-a A e E RAMOS et al., 1999
A110F Hélice G *)
R118A Interface entre as hélices-a B e G RAMOS et al., 1999
H119F Interface entre hélices-a B e G BARRICK et al., 1994
A127F Hélice H *)
A130F Interface entre as hélices-a A e H )
Mi131A Interface entre as hélices-a A, G e H KAY e BALDWIN, 1996
A134F Heélice H *)

apoMb;_1o3 Delecao da hélice H RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005

apoMb.gg Delecéao da hélices-a Ge H RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005

apoMb-B_GHA Permutacao da hélice A RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005

apoMb-C_GHAB

Permutacao das hélices-a Ae B

RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005

(*) Esses mutantes foram estudados pela primeira vez.
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3.1.2 Vetor de expressao

A clonagem dos cDNAs das apomioglobinas selvagem e de todos os demais 19
mutantes, bem como das sHsps (17 e 18) de cana-de-agucar e Hsp40 (DjA1) humana,
ja se encontrava pronta e foi preparada anteriormente (RIBEIRO-JR et al., 2003;
Ribeiro-Jr e RAMOS 2004; BORGES et al., 2005; TIROLI e RAMOS, 2007). Os cDNAs
de todas as proteinas ja se encontravam clonados em vetor de expressdo pET
(Amershan Life Science). O vetor de expressdo pET é controlado pelo sistema T7, no
qual o cDNA alvo é clonado sob o controle do promotor do gene 10 do bacteriéfago T7
(Figura 11, pag. 60) (STUDIER et al., 1990). A expressao do cDNA alvo ocorre somente
na presenca da RNA polimerase do virus T7, devido a especificidade do promotor. As
cepas de bactérias utilizadas para a expressao possuem, integrado ao seu genoma, o
préfago do bacteriéfago T7, que é lisogénico. Nesse profago, a expresséo da T7 RNA
polimerase esta sob o controle do promotor lacUV5 do operon /ac, que é mantido
reprimido na presenca de glicose e na auséncia de seu indutor natural, a 1,6
aldolactose, um derivado da galactose (STUDIER et al., 1990). O produto do gene lac /
representa o repressor que, quando ligado ao operador O (presente no préfago do T7),
impede a expressao da T7 RNA polimerase, n&o ocorrendo a transcricdo do cDNA alvo.
Porém, na presenca de IPTG (isopropil-tiogalactopiranosideo), um analogo do indutor
natural 1,6-aldolactose, o repressor se desliga do operador, liberando a expressao da
T7 RNA polimerase do bacteriofago T7. Essa, por sua vez, atua na transcricdo do
cDNA alvo clonado no vetor do sistema pET. Como a T7 RNA polimerase é muito mais
eficiente que a RNA polimerase da E. coli, sendo produzida em grandes quantidades e
em pouco tempo, praticamente o unico produto protéico sintetizado pela bactéria
contitui-se naquele representado pelo cDNA alvo. Assim, na presenca da RNA
polimerase do bacteriéfago T7, o cDNA alvo é altamente transcrito, resultando em

grande quantidade do produto protéico.
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RNA polimerase
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repressor lac repressor
epres + lac

I
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T7 lisozima
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genedaT7
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genoma da E. coli. CELULA BACTERIANA

Figura 11. llustracao do sistema pET para expressao de proteinas recombinantes. Nesse
sistema, o0 gene de interesse sO sera transcrito pela T7 RNA polimerase do
bacteriéfago lisogénico, cujo profago esta inserido no genoma da cepa BL21 (DE3).
A T7 RNA polimerase tem sua sintese inibida pelo repressor lac, o qual s6 sera
desligado do operador do gene da T7 RNA polimerase na presenga de IPTG, um
analogo do indutor natural 1,6-aldolactose. (Adaptado do catdlogo da
Novagen/2000).

3.1.3 Linhagens celulares, meios de cultura e solucées diversas

3.1.3.1 Linhagens de Escherichia coli

e E. coli DH5a (HANAHAN, 1983; Invitrogen): utilizada para a multiplicagdo e

manutencgao de vetores plasmidiais.
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e E. coli BL21(DE3)® (STUDIER e MOFFAT, 1986; Stratagene): utilizada na
expressao das apomioglobinas e da Hsp40 (DjA1) humana. Essa cepa possui
baixos niveis de produgédo de proteases, que poderiam degradar a proteina de
interesse, e o gene (DE3), responsavel pela sintese da enzima T7 RNA
polimerase controlado pelo promotor /lacUV5 que é ativado pela adicdo de IPTG
(como descrito no item 3.1.2, pag. 59).

e E. coliBL21(DE3)pLysS® (STUDIER e MOFFAT, 1986; Stratagene): utilizada na
expressao das proteinas sHsp17 e sHsp18 de cana-de-agucar. Essa cepa possui
as mesmas caracteristicas da BL21 (DE3); entretanto, com o adendo de também
expressar uma lisozima especifica que inibe a T7 RNA polimerase, regulando,
portanto, a expressao das proteinas de interesse. Essa cepa é geralmente

utilizada quando a proteina de interesse pode ser toxica para a bactéria.

3.1.3.2 Células de mamiferos

Para os testes de citotoxicidade das formas amildides das apomioglobinas (WT,
H36Q, apoMbi.123, apoMb-B_GHA, apoMb-C_GHAB, W7F/W14F, V10F/M131F e
H24V/H119F), utilizamos uma linhagem simplificada de células neuronais, mais
especificamente neuroblastoma de murino (N2A). A cultura N2A foi gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Sérgio Ferreira (Universidade Federal do Rio de Janeiro). Essa linhagem
celular foi estabelecida por Klebe e Ruddle (1969) a partir de um tumor esponténeo da
linhagem A de camundongos hibridos albinos Mus musculus musculus x Mus musculus
domesticus (C1300) (DUNHAM e STEWART, 1953). A grande vantagem em se
trabalhar com esse tipo celular para testes de citotoxicidade se deve ao fato dessas
células serem morfofisiologicamente semelhantes as células nervosas, mas
principalmente por possuirem alta capacidade mitética (proliferacdo), em razdo da

origem tumoral das mesmas.
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3.1.3.3 Meio de cultura bacteriano

Para o crescimento de bactérias, preparacao de células competentes, expressao
de proteinas e manutencdo de bactérias transformadas com vetores de interesse, foi
utilizado o meio de cultura LB (Luria-Bertani). O meio LB é composto por: triptona 10
g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L. Para o preparo, dissolvem-se os
componentes em agua desmineralizada, ajusta-se o pH para 7,0 (utilizando HCI ou
NaOH 1M), completa-se para o volume de trabalho desejado com &gua
desmineralizada e autoclava-se logo em seguida para posterior utilizagdo. Para o meio
soélido, utilizado na confecgdo de placas de cultura, acrescenta-se 1,5% de agar
anteriormente a etapa de autoclavagem.

Para o crescimento de células transformadas por eletroporacdo ou choque
térmico — etapa essa anterior ao plaqueamento das mesmas para posterior
identificacdo das bactérias transformadas — foi utilizado o meio SOC. Esse meio é
composto de: triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 mmol/L, KCL 2,5
mmol/L, MgCl, 10 mmol/L, MgSO4 10 mmol/L e Glicose 20 mmol/L. Para o preparo,
dissolvem-se os componentes (com excegao da glicose) em agua desmineralizada,
ajusta-se o pH para 7,0 (utilizando HCI ou NaOH 1M), completa-se para o volume de
trabalho desejado com agua desmineralizada e autoclava-se logo em seguida. Antes da
utilizagdo, acresenta-se a glicose a partir de uma solugdo estoque 1 mol/L filtrada em
filtro 0,22 uM.

3.1.3.4 Meio de cultura para as células N2A

Para o cultivo das células N2A foi utilizado o meio DMEM (meio minimo
essencial de Eagle modificado por Dulbecco-Vogt). Esse meio € amplamente utilizado
na cultura de uma grande variedade de células de crescimento em monocamada. O
diferencial desse meio, com relagdo ao original de Eagle, é que o meio DMEM contém
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aproximadamente quatro vezes mais vitaminas e aminodacidos, de duas a quatro vezes
mais glicose e ainda ferro e vermelho de fenol. Esse meio possui concentragdes de
aminoacidos semelhantes as células de mamiferos.

O meio DMEM adquirido da Gibco ja vem em porgdes individuais em p6 para o
preparo de 1 litro de solugdo. Para o preparo, dissolve-se o conteudo do pacote em um
volume de 900 mL de agua ultra pura com o auxilio de um agitador magnético, em
seguida adicionam-se 3,7 g de bicarbonato de sodio e apds dissolver completamente
esses compostos, acerta-se o pH para 7,4 com o auxilio de solugdes de NaOH ou HCI
1M. A seguir, o volume é completado para 1 litro com agua ultra pura e 0 meio é
imediatamente esterilizado por filtragcdo em filtro Millipore de 0,22 uM aplicando uma
pressao positiva sobre o sistema. O processo de filtracdo deve ser realizado em um
fluxo laminar horizontal. Por fim, o meio deve ser armazenado em um recipiente
devidamente esterilizado. A cultura de N2A é cultivada em meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (v/v), 100 pg/mL de estreptomicina, 100 U/mL
de penicilina e 1pg/mL de fungizona (Gibco), sendo que esse meio suplementado é
denominado de meio DMEM completo. A suplementagdao do meio DMEM pode ser feita
apos a filtracdo, tomando-se os devidos cuidados para fazé-lo em ambiente estéril
(fluxo laminar horizontal). O meio DMEM completo pode ser armazenado a 4°C por até

6 meses.

3.1.3.5 Tioflavina T (ThT)

A solucao estoque de ThT (Sigma) foi preparada dissolvendo-se cerca de 30 mg
do po para cada 1 mL de agua ultra pura. Apdés ser completamente dissolvida, a
concentracado exata de ThT foi medida espectrofotometricamente em 416 nm, utilizando
o coeficiente de extingdo molar de 26.620 M"'.cm™ (WALL et al., 1999). A solucido

estoque foi mantida a 4°C ao abrigo da luz.
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3.1.3.6 bis-8-anilinonaftaleno-sulfonato (Bis-ANS)

A solucgédo estoque de bis-ANS (Sigma) foi preparada dissolvendo-se cerca de 30
mg do po para cada 1 mL de metanol. Apds ter sido completamente dissolvido, a
concentracido exata de bis-ANS foi medida espectrofotometricamente em 360 nm,
utilizando o coeficiente de extingdo molar 23.000 M".cm” (HAUGLAND, 1992). A
solugéo estoque foi mantida a 4°C ao abrigo da luz.

3.1.3.7 Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT)

A solugdo estoque de MTT (Sigma) foi preparada a uma concentragdo de 5
mg/mL. Para isso, 5 mg do MTT em pd6 foram dissolvidos em 1 mL de PBS
(composigao: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM NaZHPO4, 1,4 mM KH2P04, pH 7.,4).

3.1.3.8 Solucao de paralizacao para o ensaio de semeadura

A solugao de paralisacao é composta de 20% SDS e 0,01 M HCI.

3.1.3.9 Acido benzidinodiazo-bis-1-naftilamina-4-sulfénico (Vermelho de Congo)

A solugcao estoque de vermelho de congo (200 uM) foi preparada em 90% de
solucéo salina tamponada com fosfato de sddio filtrada (tampéao fosfato de sédio 10
mM, KCI 2,7 mM, NaCl 137 mM e pH 7,4) e 10% (v/v) de etanol. Para evitar a formagao

de micelas (microagregados), apos o preparo, a solugéo foi filtrada 3 vezes em filtro
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0,22 uM. Para determinacdo da concentracao final da solucdo estoque, mediu-se a
absorbancia em 505 nm de uma aliquota do estoque em solucéo de fosfato de sédio 10
mM, pH 7,0 e 40% de etanol (v/v), utilizando-se para tanto o coeficiente de extingéo
molar de 59.300 M cm™ (KLUNK, et al., 1999).

3.2 Metodologias

3.2.1 Técnicas espectroscopicas utilizadas no estudo de estrutura de proteinas

3.2.1.1 Dicroismo circular

Para informagdes detalhadas sobre o fundamento da técnica de CD e das varias
aplicabilidades da mesma no estudo de proteinas, veja o ANEXO A (pag. 182),
referente a revisdo publicada no “African Journal of Biochemistry Research Vol.3
(5), pp. 164-173, Maio de 2009” intitulada: “The use of circular dichroism
spectroscopy to study protein folding, form and function”.

3.2.1.2 Fluorescéncia

A emissao de fluorescéncia é caracterizada como um fendbmeno fisico que ocorre
quando um elétron previamente excitado retorna ao seu estado fundamental/basal,
sendo que nesse processo, nem toda a energia que anteriormente tenha excitado o
elétron é convertida em fluorescéncia, podendo uma fragdo da mesma ser “perdida” por
processos nédo radioativos. Devido a essa perda parcial de energia, a energia da luz

emitida é sempre menor que a energia da luz utilizada para a excitagao, e dessa forma,
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a luz fluorescente emitida € sempre em comprimento de onda maior do que a da luz de
excitacdo. As proteinas possuem certos aminoacidos que podem contribuir para a
chamada fluorescéncia intrinseca, no caso: triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina
(Phe). Dos trés aminoacidos, o triptofano € o mais utilizado nos estudos de
fluorescéncia de proteinas. Esse aminoacido é extremamente sensivel ao ambiente no
qual se encontra, e portanto, apresenta caracteristicas de fluorescéncia diferenciadas
em cada grau de exposicao aos diferentes meios, os quais podem ser hidrofilicos ou
hidrofébicos. Nao somente devido aos possiveis residuos de aminoacidos fluorescentes
presentes nas proteinas, também é possivel utilizar a fluorescéncia como ferramenta de
estudo de proteinas através de outras fontes fluorescentes nao instrinsecas. Como
exemplo podemos citar sondas fluorescentes que se liguem a determinados
aminoacidos, aminoacidos modificados ou outros compostos que emitem fluorescéncia
ao interagirem com a proteina (LAKOWICZ, 2006).

3.2.1.3 Difracao de raios-X

A técnica de difracdo de raios-X faz parte do conjunto de técnicas de
espalhamento de raios-X, e como tal, permite obter informagdes sobre a estrutura
cristalina, composigao quimica e propriedades fisicas de materiais e filmes finos.
Através dessa técnica, € possivel determinar a geometria ou forma de uma molécula.
Feixes de raios-X de comprimento de onda bem determinados s&o usados em analises
de cristais de proteinas e outros materiais. A técnica se baseia na observagao da
intensidade de espalhamento de um feixe de raios-X que incide sobre uma amostra em
funcdo do angulo de incidéncia e espalhamento do feixe, da polarizagdo e energia do
mesmo. Quando esse feixe definido difrata em um cristal desconhecido, as medidas
dos angulos de difracdo dos raios emergentes podem elucidar a distancia dos atomos
no cristal e, consequentemente, a estrutura cristalina. Esse método de analise € muito
utilizado no estudo de proteinas, sendo que a intensidade e os angulos dos feixes

resultantes da difracdo sdo lidos e processados por um computador que calcula e
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mostra as provaveis configuracdes dos atomos que compdem o cristal (AZAROFF et
al., 1974).

Com relacdo as fibrilas amiléides, a técnica de difracdo de raios-X é uma
poderosa ferramenta para a caracterizagdo estrutural desses agregados. Imagens de
difracao de fibrilas amildides podem ser coletadas através de qualquer fonte de raios-X
que esteja equipada com um detector. Entretanto, as informag¢des contidas numa
imagem de difracao de raios-X de estruturas amiléides fibrilares sdo muito dependentes
da orientagdo da fibrila, sendo que a quantidade desse material a ser difratado, o
posicionamento do mesmo no feixe de raios-X e a procedéncia da amostra fibrilar sao
fatores que determinam, em geral, um alinhamento muito pobre dessas estruturas.
Portanto, observa-se nas imagens, uma forte reflexdo em 4,7 A e outras reflexdes
difusas em 8-12 A, principalmente quando se utiliza fontes de raios-X de pouco brilho.
Para a obtengdo de dados de alta resolucdo, se faz necessario o uso de fontes de
raios-X com alto brilho, como os encontrados em laboratérios do tipo Sincrotron, tais
como o Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS (Campinas, Brasil), European
Synchrotron Radiation Facility — ESRF (Grenoble, Franga), Advanced Photon Source —
APS (Argonne, Estados Unidos), entre outros mais de 50 espalhados pelo globo. Além
do ganho de brilho no feixe de raios-X, o uso desses Sincrotrons permite outras
vantagens. O espalhamento de raios-X pelo ar, geralmente observado em experimentos
com fontes geradoras de raios-X por anodo rotatério de CuKa, € 0 uso de comprimento
de onda da ordem de 1,5 A, sdo pardmetros que dificultam a obtengdo de boas
imagens de difragdo de raios-X de fibrilas amildides. Nesse aspecto, a utilizagado de
feixes de raios-X, como os encontrados nos Sincrotrons (de menor comprimento de
onda), permite a minimizacdo dos problemas citados anteriormente, sendo ainda
particularmente vantajoso para a aquisicdo de reflexbes a angulos mais baixos.
Alternativamente, o uso de camaras com hélio envolvendo a amostra e o detector,
permite excluir particularmente o problema de espalhamento pelo ar (SERPELL, et al.,
1999).
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3.2.2 Preparacao de cepas de E. coli eletrocompetentes

Para a obtencdo de cepas de E. coli eletrocompetentes, as cepas de interesse
foram pré-inoculadas em 10 mL de LB e crescidas durante a noite (16 horas) a 37°C
sob agitacdo de 200 rpm. No dia posterior, o pré-indculo (5 mL) foi diluido em 500 mL
de meio LB e as células foram crescidas a 37°C sob agitagdo de 200 rpm (INNOVA 44
Incubator Shaker Series — New Brunswick), até a DOgoonm (Densidade Optica) verificada
em espectrofotdmetro (Ultrospec 3000 UV/Vis Spectrophotometer-Pharmacia Biotec®)
atingir aproximadamente 0,6-0,8. As células foram armazenadas em banho de gelo por
20 min e posteriormente centrifugadas a 15.000 x g por 15 min a 4°C (Sigma Laboratory
Centrifuges 4K15-Sigma®; rotor 12172H). Apods centrifugagcdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensas em 500 mL de glicerol 10% gelado. Essa
operacao foi repetida trés vezes, primeiramente com ressuspensao em 250 mL,
seguida por ressuspensdo em 20 mL, e finalmente em 2 mL de glicerol 10%. As células

foram armazenadas em aliquotas de 100 uL a -80°C para uso posterior.

3.2.3 Preparacao de cepas de E. coli para transformacao por choque térmico

Para a obtencgao de cepas de E. coli competentes para choque térmico, as cepas
de interesse foram pré-inoculadas em 10 mL de LB e crescidas durante a noite (16
horas) a 37°C, sob agitagdo de 200 rpm. No dia posterior, o pré-indculo (5 mL) foi
diluido em 500 mL de meio LB e as células foram crescidas a 37°C, sob agitacao de
200 rpm até atingirem DOgoonm de 0,5. ApOs atingida a DO, as células foram deixadas
em banho de gelo por 5-10 minutos. As células foram centrifugadas a 1.600 x g por 7
minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado obtido ressuspenso em 10
mL de uma solugao gelada de cloreto de célcio (CaCl, 60 mM, glicerol 15%, PIPES 10
mM, pH 7,0). As células ressuspensas foram centrifugadas a 1.100 x g por 5 minutos a
4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado obtido ressuspenso em 2 mL de
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solugéo de cloreto de calcio como descrito acima. As células foram aliquotadas em 100

ML em tubos do tipo eppendorf e armazenadas em ultra freezer a -80°C.

3.2.4 Transformacao de bactérias competentes com vetor de expressao

Durante o projeto aqui descrito, a transformacao das bactérias com os vetores de
interesse foi realizada, inicialmente, através do método de eletroporagao; sendo,
entretanto, apds algum tempo, realizada somente pelo método de choque térmico. Para

tanto descreve-se a seguir as duas metodologias utilizadas.

3.2.4.1 Transformacao por eletroporacao

No método de eletroporacdo, utilizou-se um eletroporador MicroPulser™
Electroporation Apparatus (Bio-Rad®), sendo o protocolo descrito a seguir:

e 100 pL de bactérias eletrocompetentes foram descongeladas em gelo e
posteriormente 1uL de solucdo plasmidial contendo o plasmidio de interesse foi
adicionado;

e O homogeneizado foi incubado em banho de gelo por 1 minuto e apds o tempo
de incubacao, foi transferido para uma cubeta de eletroporagdo (0,2 cm) e
posteriormente submetido a um pulso de 2kV por 5 milisegundos (caracteristicas
do programa EC2 do MicroPulser);

e 1mL de meio SOC foi adicionado e o homogeneizado foi incubado a 37°C por 1
hora, sob agitacdo constante de 200 rpm (Orbital Shaker 420 — Thermo
Forma®);

e Apés a incubagdo, as bactérias foram centrifugadas a 2.600 x g (Centrifuge

5417C — Eppendorf®) em temperatura ambiente, durante 1 minuto para a
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remogado de 1 mL de meio de cultura e o volume residual foi utilizado para
ressuspender as bactérias sedimentadas;

100 puL da suspensao foram espalhadas, com o auxilio de alga de “Drigalsky”, em
placas de Petri contendo meio de cultura sdlido (LB) com o(s) antibiético(s)
apropriado(s) para a selecdo e crescimento dos clones transformados, sendo

entdo incubados a 37°C por 16 horas sob agitagao constante de 200 rpm.

3.2.4.2 Transformacao por choque térmico

No método de transformacdo por choque térmico, o protocolo utilizado foi o

descrito a seguir:

As células competentes (100 uL) foram colocadas em um tubo do tipo eppendorf
de 1,5 mL;

Aos tubos mantidos em banho de gelo, 1 uL de solugédo plasmidial contendo o
plasmidio de interesse foi adicionado e deixou-se incubar por 10 minutos;

Os tubos foram colocados em um banho previamente estabilizado a 42°C e
deixados incubar por 45 segundos;

Os tubos foram novamente incubados em banho de gelo por 2 minutos a fim de
reduzir possiveis danos as bactérias;

A cada tubo foi adicionado 1 mL de meio LB sem antibidtico e deixado incubar
por 1 hora a 37°C sob agitagao de 200 rpm;

Os tubos foram brevemente centrifugados a 2.600 x g em temperatura ambiente
para posterior remog¢ao de 1 mL de meio de cultura para que o volume residual
fosse utilizado para ressuspender as células;

O volume residual com as células ressuspensas foi espalhado com o auxilio de
alga de “Drigalsky”, em placas de Petri contendo meio de cultura solido (LB) com
o(s) antibidtico(s) apropriado(s) para a selegdo e crescimento dos clones
transformados, sendo entdo incubados a 37°C por 16 horas e sob agitagéo

constante de 200 rpm.
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3.2.5 Expressao de proteinas

O sistema de expressao utilizado para a producéo das proteinas utilizadas neste
projeto foi o sistema pET descrito por Studier et al. (1990). As caracteristicas desse
sistema ja foram descritas no item 3.1.2, pag. 59. As colbnias de bactérias E. coli das
linhagens utilizadas — transformadas com os plasmidios do tipo pET contendo o cDNA
codificante da proteina a ser expressa — inicialmente crescidas em placa de Petri
contendo meio LB agar, foram raspadas e pré-inoculadas em meio LB contendo
antibiético apropriado e incubadas a 37°C, durante a noite, sob agitagdo constante de
200 rpm (Orbital Shaker 420™). No dia seguinte, transferiu-se um determinado volume
do pré-inoculo (na proporgéao de 1:50) para um volume maior de meio LB para proceder
a indugédo em grande escala (4 L). O volume de 4 L foi submetido a agitagdo constante
de 200 rpm a 37°C (INNOVA 44™) para o crescimento da cultura bacteriana, sendo
esse crescimento monitorado até que a DOgoonm atingisse 0,6-0,8. Atingida a fase de
crescimento apropriada, as bactérias foram induzidas a expressao heterdloga em
resposta a adicdo de IPTG na concentracao final de 0,4 mmol/L. A cultura foi submetida
a agitagao constante de 200 rpm por 4 horas ou 16 horas a 37°C (no caso das sHsp17
e sHsp18 de cana-de-acucar e Hsp40 (DjA1) humana) e 42°C (no caso das
apomioglobinas). Na condi¢cao de 42°C, as apomioglobinas produzidas s&o estocadas
em corpos de inclusdo (RIBEIRO-JR et al., 2003). Decorridos os tempos de indugéo, as
culturas foram centrifugadas a 6.000 x g por 15 min, a 4°C (Himac CR22G High-Speed
Refrigerated Centrifuge™ - Hitachi®; rotor ROAF), e o precipitado foi armazenado a -
80°C. Para determinar o melhor tempo de indugao para cada proteina recombinante, 50
mL de cultura de células foram induzidas nas condi¢des descritas acima e aliquotas de
0,5 mL foram retiradas a cada hora. Essas aliquotas foram preparadas e avaliadas por
SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970), como descrito no item 3.2.8.1, pag. 77.
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3.2.6 Lise das bactérias

3.2.6.1 Lise das bactérias contendo as apomioglobinas recombinantes

As bactérias presentes no precipitado obtido apds o processo de expressao
heterdloga, foram lisadas em banho de gelo com auxilio do sonicador Sonifier 450™

(Branson®). O processo de sonicagao foi realizado da seguinte forma:

1. Ao precipitado bacteriano descongelado foi adicionado, na proporgao de 10mL/L
de inducado, um tampéo de lise contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, KCI 100 mM e
EDTA 1 mM;

2. A suspensao foi sonicada obedecendo-se a uma sequéncia alternada de 12
segundos de sonicagao (poténcia de saida de 40 Watts) seguida de um intervalo
de 1 minuto, sequéncia essa repetida 8 vezes;

3. A suspensao foi centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos a 4°C (Sigma 4K15™,;
rotor 12256), sendo em seguida o sobrenadante separado e o precipitado
ressuspenso no tampao de lise como indicado no passo 1;

4. Repeticdo dos passos 2 e 3 por mais 3x, sendo que no passo 2 a sequéncia foi

repetida somente 4x. O precipitado final obtido se refere aos corpos de inclusao.

3.2.6.1.1 Lise dos corpos de inclusao e dialise preparatdria

A lise dos corpos de inclusdo, obtidos apds o processo de lise das bactérias,
descrito anteriormente (item 3.2.6.1, acima), foi realizado da seguinte forma:
1. Apos o término do passo 4 da lise bacteriana (item 3.2.6.1, acima) ao precipitado

obtido, adicionou-se na propor¢cao de 15 ml/L de inducdo, um tampao de
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solubilizagéo (Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 e cloreto de guanidina 8 M), sendo essa
solugéo agitada delicadamente por 30-60 minutos em um agitador magnético;

. Ap6s a agitacado descrita acima, a solugdo ambientada em banho de gelo foi
sonicada em um sonicador Sonifier 450™ (Branson®), obedecendo-se a uma
sequéncia alternada de 12 segundos de sonicagao (poténcia de saida de 20
Watts), seguida de um intervalo de 1,5 minuto, seqiéncia essa repetida 10
vezes;

. Ap0s a sonicagao, a solugéo foi centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos, a 4°C
(Sigma 4K15™:; rotor 12256);

. O sobrenadante resultante do passo 3 descrito acima, foi transferido para outro
frasco e a esse foi adicionado lentamente agua ultra pura em q.s.p dobrar o
volume;

. A solucédo descrita no passo 4 acima, foi cuidadosamente colocada em um saco
de dialise e dialisada a 4°C contra 1 L de tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,2
ou 5,8 (no caso do mutante W7F/W14F) por 1 h (2x), seguidamente contra 2 L
(16 horas) e no dia seguinte contra 1 L por 1 h;

. O dialisado foi centrifugado a 13.000 x g por 30 minutos a 4°C (Sigma 4K15™;
rotor 12256) e em seguida filtrado em filtro Millipore 0,22 um, para
posteriormente ser utilizado na purificacéo (item 3.2.7, pag. 74). Foram coletadas
aliquotas do sobrenadante e do precipitado para analise por SDS-PAGE (item
3.2.8.1, pag. 77).

3.2.6.2 Lise das bactérias contendo sHsps (17 e 18) de cana-de-acucar e Hsp40
(DjA1) humana

As bactérias presentes no precipitado, obtido apdés o processo de expressao

heterdloga, foram lisadas em banho de gelo com auxilio do sonicador Sonifier 450™

(Branson®). O processo de sonicagao foi realizado da seguinte forma:
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1. Ao precipitado bacteriano descongelado foi adicionado, na proporg¢ao de 10mL/L
de inducao, um tampao de lise contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, KCI 100 mM e
EDTA 1 mM;

2. A suspensao foi sonicada obedecendo-se a uma sequéncia alternada de 10
segundos de sonicagao (poténcia de saida de 40 Watts), seguida de um intervalo
de 1 minuto, sequéncia essa repetida 12-16 vezes até que fosse observado um
extremo estado de liquefagao da solugao;

3. A suspensao foi centrifugada a 13.000 x g por 15 minutos a 4°C (Sigma 4K15™,;
rotor 12256), sendo em seguida o sobrenadante separado para ser submetido

aos passos de purificacado especificos de cada proteina em questao.

3.2.7 Purificacao das proteinas recombinantes

As proteinas foram purificadas por metodologias pré-estabelecidas — com
algumas modificagbes — por outros membros do grupo no qual este projeto foi
realizado. Para a purificagcdo das apomioglobinas, seguimos as metodologias descritas
em Ribeiro-Jr et al. (2003) e Ribeiro-Jr e Ramos (2004). Quanto as chaperonas sHsps e
Hsp40 (DjA1), seguimos as metodologias descritas em Tiroli e Ramos (2007) e Borges

et al. (2005), respectivamente.

3.2.7.1 Purificacao das apomioglobinas

3.2.7.1.1 Cromatografia de troca anidnica

Apods a dialise e filtragem das solugdes protéicas (descritas no passo 6 do item

3.2.6.1.1, pag. 73), o referido filtrado foi submetido a uma cromatografia em coluna de
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troca anibnica DEAE-Sepharose (Fast Flow™, Pharmacia Biotech®). O processo de
purificacdo foi feito com a coluna DEAE acoplada a um sistema FPLC™AKTA™
(Amershan Pharmacia Biotech®), com fluxo constante de 2,5 mL/min e limite de
pressdo em 0,3 MPa. O protocolo de purificagdo foi feito como descrito a seguir:
equilibrio da coluna com 2,5 volumes de coluna (VC), com tampéao fosfato de sddio 50
mM pH7,2 (com exceg¢ao no caso da purificagdo do mutante W7F/W14F, no qual o pH
foi de 5,8), seguida pela injecao da amostra, lavagem da coluna com 2,5 VC com coleta
fraciona9da de 10 em 10 mL, eluigdo com gradiente linear de 1 M de NaCl por 2,5 VC,
com coleta fracionada de 10 em 10 mL. Todo o processo foi realizado com
monitoramento constante da absorbancia a 280 nm, da temperatura e da condutancia.

As fragdes coletadas foram submetidas a analise por SDS-PAGE, sendo que as
fragdes contendo a proteina de interesse foram reunidas e dialisadas contra o tampéao
da corrida cromatografica subsequente (item 3.2.7.1.2 abaixo).

3.2.7.1.2 Cromatografia de troca cati6nica

Apods a juncao das fragdes contendo a proteina de interesse, a solugao final foi
dialisada a 4°C contra 1 L de tampao acetato de sédio 10 mM pH 2,0 por 1 h (2x),
seguidamente contra 2 L (16 horas) e no dia seguinte contra 1 L por 1 h. A solucéo final
contida no saco de dialise foi entdo centrifugada a 13.000 x g (Sigma 4K15™; rotor
12256) por 30 min a 4°C e o sobrenadante foi filtrado em filtro 0,22 uM e submetido a
uma cromatografia em coluna de troca catibnica CM-Sepharose (Fast Flow™,
Pharmacia Biotech®). O processo de purificagdo foi feito com a coluna CM-Sepharose
acoplada ao sistema FPLC™AKTA™ (Amershan Pharmacia Biotech®), com fluxo
constante de 2,5 mL/min e limite de pressdo em 0,3 MPa. O protocolo de purificagéo foi
feito como descrito a seguir: equilibrio da coluna com 2,5 volumes de coluna (VC) com
o mesmo tampao utilizado na dialise (acetato de sd6dio 10 mM, pH 2,0), seguida pela
injecdo da amostra, lavagem da coluna com 2,5 VC, com coleta fracionada de 10 em 10

mL, eluicdo com gradientes fracionados de 1 M de NaCl por 3,35 VC, com coleta
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fracionada de 10 em 10 mL, sendo 1 VC em gradiente de 0-15%, 1 VC em gradiente de
15%, 1 VC para gradiente de 15-25%, 0,2 VC em gradiente 25% e finalmente 0,15 VC
em gradiente de 25-100%. Todo o processo foi realizado com monitoramento constante

da absorbancia a 280 nm, da temperatura e da condutancia.

3.2.7.2 Purificacao das sHsps (17 e 18) de cana-de-acucar e Hsp40 (DjA1) humana

As metodologias utilizadas na purificagdo das sHsps (17 e 18) de cana-de-agucar
e da Hsp40 humana (DjA1), se encontram descritas em Tiroli e Ramos (2007) e Borges
et al. (2005), respectivamente, sendo que os processos de sequenciamento e clonagem
ja estavam estabelecidos, ndo sendo realizado no presente projeto.

Com relacao as sHsps, apds os processos de expressao e lise bacteriana, a
solugéo final contendo a proteina de interesse (como descrito no fim do passo 3 do item
3.2.6.2, pag. 74) foi submetida a uma cromatografia de troca aniénica em coluna DEAE-
Sepharose (Fast Flow™, Pharmacia Biotech®) — previamente equilibrada com 2
volumes de coluna de Tris-HCI 25 mM, pH 8,0 — usando um cromatografo do tipo
FPLC™AKTA™ (Pharmacia Biotech®). As sHsps foram eluidas com 150 mM de NaCl e
posteriormente submetidas a um passo cromatografico de exclusdo molecular numa
coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60™ (Pharmacia Biotech®) — previamente
equilibrada com Tris-HCI 25 mM, pH 8,0 e NaCl 100 mM — usando um cromatografo do
tipo FPLC™AKTA™ (Pharmacia Biotech®).

Quanto a Hsp40 humana (DjA1), a solugado final contendo a proteina (como
descrito no fim do passo 3 do item 3.2.6.2, pag. 74) foi aplicada numa coluna
cromatografica de afinidade com metal imobilizado HiTrap Chelating™ (Pharmacia
Biotech®), usando um cromatdgrafo FPLC™AKTA™ (Pharmacia Biotech). A proteina
foi eluida com 500 mM de imidazol e posteriormente submetida a um passo
cromatografico de exclusdo molecular numa coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60™
(Pharmacia Biotech®).
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3.2.8 Processamento das proteinas purificadas

As amostras de cada proteina, apos purificadas, foram submetidas a analise por
SDS-PAGE para avaliagdo do grau de pureza das mesmas, sendo posteriormente
dialisadas a 4°C contra agua ultra pura (no caso das apomioglobinas) ou em tampéo
apropriado para estocagem (no caso das chaperonas), concentradas com concentrador
Aminco® (massa de exclusdao de 10 KDa), avaliadas quanto a concentracao pelo
método de Edelhock (1967) (item 3.2.8.2, pag. 78) e por fim aliquotadas e estocadas a -

20°C para uso posterior.

3.2.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras coletadas em cada passo dos processos de inducdo e de
purificacdo foram diluidas em tampao de amostra para eletroforese (Tris-HCI 50
mmol/L, pH 6,8, DTT 100 mmol/L, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1% e glicerol 10%),
fervidas durante 5 minutos e posteriormente centrifugadas por 2 min a 3.000 x g em
microcentrifuga Eppendorf® (Centrifuge 5417C™) a temperatura ambiente. Essas
amostras foram submetidas — juntamente com um padrdo de massa molecular — a
eletroforese em SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). A eletroforese foi conduzida utilizando-
se Mini-Protean Il Dual Slab Cell™ (Bio-Rad®) com gel de empacotamento de 5%, gel
de separacgao de 15% ou 12% e voltagem constante de 200 V por ~45 min. O gel foi
corado por 30 min em solugdo contendo etanol:acido acético:agua 5:1:15 (v:iviv) e
Coomassie Brilliant Blue R™ (Bio-Rad®) 0,25% e descorado em acido

aceético:etanol:agua 3:2:35 (v:v:v).
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3.2.8.2 Determinacao da concentracao de proteinas

A concentracdo das proteinas foi determinada espectrofotometricamente
utilizando um espectrofotometro JASCO® (UV/Vis Spectrophotometer V-530™) através
do método de Edelhock (1967) com algumas modificagées. Para tanto, as amostras
foram diluidas em tampao fosfato de sodio (25 mmol/L, pH 6,5, contendo cloreto de
guanidina 7,5 mol/L) na proporgédo de 1:4 de amostra para a solugdo. As solugdes de
cloreto de guanidina, quando preparadas, tiveram suas concentragdes aferidas em um
refratbmetro (Model 334610™, Spectronic Instrument®). Os valores obtidos na leitura

do refratdmetro foram inseridos na equacgao abaixo (PACE, 1986):
M g = 57147 (AN )+ 38,68 x (AN )’ —91,60x (AN )’ [Equagao 1]

onde M, .., € a molaridade da guanidina (mol/L) e AN € a diferenca entre o

indice de refracdo da solucdo de cloreto de guanidina e do tampao utilizado na
preparagao da solugao.
Para a medida da concentracdo das proteinas, foi calculado o coeficiente de

absorbancia molar da proteina de interesse utilizando a formula:

€y = Npyy X Eyy F M€y F ey €cy) [Equacéo 2]

onde, ¢, é o coeficiente de absorbancia molar (M'cm™) da proteina de

(4)

interesse em um determinado comprimento de onda 1; ng, , ng, € Ny, S80 O
numero de triptofanos, tirosinas e cistinas da proteina; ¢, , &4, € &y, S8O OS

coeficientes de absorbancia molar em um determinado comprimento de onda do
triptofano, da tirosina e da cistina, respectivamente. Os valores dos coeficientes de
absorbancia molar desses aminoacidos variam de acordo com o comprimento de onda
(Tabela 5, pag. 79). O coeficiente de absorbéancia molar da proteina de interesse foi
estimado pelo programa ProtParam tool (GASTEIGER et al., 2005) disponivel em
<http://www.expasy.ch/tools/protparam.html>.
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Tabela 5. Coeficientes de absorbancia molar do Triptofano (T,p), Tirosina (T,,) e Cistina
(Cys) em GdnHCI 6 M. (Adaptado de PACE et al., 1995).

A eTrp (M.cm™) eTy (M'.cm™) gCys (M'.cm™)
276 5405 1455 160
278 5565 1395 140
280 5685 1285 125
282 5635 1220 115

A média da concentracdo protéica foi determinada através das absorbancias

aferidas nos 4 comprimentos de onda e utilizando-se da férmula:
A=gxIxC [Equacéo 3]

onde A é a absorbancia; I o comprimento do caminho 6ptico (cm), & o
coeficiente de absorbancia molar (M".cm™) e C a concentracdo molar (mol/L). As
leituras de absorbancia, para cada comprimento de onda relacionado, foram realizadas

em triplicada.

3.2.9 Inducao de fibrilas amildides

Para a indugcdo amiloidogénica das apomioglobinas, as proteinas foram
preparadas em tampéao borato de sédio 50 mM, pH 9,0 em concentragao minima de 30
MM (conforme exigéncia de amostra para os experimentos) e incubadas a 65°C (Dry
Bath Incubator™, Boekel Scientific®) por até 15 dias (FANDRICH et al., 2001). Em
intervalos de tempo especificos, foram retiradas aliquotas para a realizagdo dos
experimentos de dicroismo circular (CD), ligacdo de ThT, ligagdo de bis-ANS e ligagéo

de vermelho de Congo.
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3.2.10 Espectros de dicroismo circular (CD)

Os espectros de CD foram medidos utilizando-se um espectropolarimetro J-
810™ (JASCO®), cubetas de quartzo de 1 cm, 5 mm e 2 mm de caminho 6éptico e
proteinas diluidas até a condicdo na qual fornecessem sinal a 222 nm necessariamente
entre -20 e -40 miligraus (intervalo no qual a relagao sinal/ruido é baixa). Todas as
medidas foram feitas sob fluxo de nitrogénio de 10L/min. Os resultados sdo a média de
16 espectros de 200-260 nm lidos a uma velocidade de 50 nm/min, 1 s de resposta,
tendo como branco e tampao os informados nas legendas dos graficos referentes aos
resultados. O programa utilizado para o registro dos dados foi o Spectra Manager®
(JASCO), sendo que para o tratamento e confeccdo do grafico dos dados obtidos,
utilizou-se os programas Origin 6.1® ou Pro8.0 SRO® (OriginLAB Corporation®). A
temperatura da cela foi mantida constante a 25°C através de um sistema interno de
controle (Peltier Type Control System PFD 425S™, JASCO®) e controlador externo de
temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB®). Os valores obtidos na leitura de CD

(miligraus) foram convertidos para elipticidade molar residual ([G]EMR) que é definida

pela seguinte equacéo:

[0] 5 = (0x100x MM )/(C x1xn) [Equagao 4]

onde @ é a elipticidade em graus, MM é a massa molecular da proteina (Da), C
€ a concentragao da proteina (mg/mL), [ € o comprimento do caminho é6tico (cm) e n é
0 numero de residuos de aminoacidos da respectiva proteina. Para o calculo das
porcentagens de estruturas secundarias, utilizou-se o programa CDNN Deconvolution®
Versdo 2.1, com a base NNET_23 que conta com 23 espectros para a analise do
espectro da proteina de interesse, por combinacgao linear dos espectros da base. Esses
ultimos previamente calculados a partir de espectros de CD de um grupo de proteinas
de referéncia, com estrutura em 3D conhecida. A seguir (Tabela 6, pag 81)

apresentamos o0s erros inerentes ao programa, frente a referida base NNET_23.
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Tabela 6. Erro médio embutido nas predicoes de estruturas secundarias de
acordo com a faixa de leitura.

A (nm) | 180-260 | 185-260 | 190-260 | 195-260 | 200-260 | 205-260 | 210-260
NNET_23 | 5,0% 5,1% 5,0% 5,2% 5,4% 5,5% 5,4%

3.2.11 Monitoracao temporal da fluorescéncia de ThT

Em intervalos de tempo determinados, aliquotas de 100 uL foram retiradas das
solugdes descritas no item 3.2.9, pag. 79, e misturadas com 500 puL de uma solugéo de
ThT em &gua ultra pura, sendo a proporcao final de ThT:proteina de 5:1. Apds 10
minutos de equilibrio da mistura anterior, a ligagdo de ThT foi entdo monitorada for
fluorescéncia (ISS Multifrequency Phase Fluorometer K2™) com excitagdo em 450 nm
e espectro de emissido entre 460 e 600 nm. Os espectros foram lidos a 25°C, na
velocidade de 1 nm/s com aberturas de janelas para excitagdo e emissao de 1 mm,
sendo os resultados de cada ponto do espectro a média de 10 leituras. Para a
montagem da cinética, a intensidade de fluorescéncia em 482 nm (Amax de emisséao) foi
graficada em fungdo do tempo, e os dados foram ajustados para uma fungéo

exponencial simples do tipo:

F=F_ +kxexp(-1/7) [Equacao 5]

onde F é a intensidade de fluorescéncia medida a 482 nm; F,, € a maxima

intensidade de fluorescéncia medida a 482 nm, essa correspondendo ao maximo de
agregacao das fibrilas amildides (VILASI et al., 2006); k €& a diferenca entre a
intensidade de fluorescéncia maxima e a inicial; e = (h) o inverso da taxa de formagao
de fibrilas amildides (v). A intensidade de fluorescéncia a 482 nm foi corrigida,
subtraindo-se da mesma a intensidade de emissao a 482 nm da solugao de ThT, antes
da adi¢cao da aliquota contendo a proteina em estudo. Como branco foi utilizado uma
solugédo de proteina selvagem “fresca” proveniente de uma amostra do estoque (com

nao mais de 3 semanas) congelada a -20°C em agua ultra pura. Para tanto, a amostra
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do estoque foi descongelada a temperatura ambiente e entdo diluida apropriadamente
em tampao, para obtencdo da proteina nas mesmas condi¢gdes para indugao
amiloidogénica (borato de sdédio 50 mM, pH 9), ndo sendo aquecida, sendo diluida com
ThT como descrito anteriormente, aguardado os 10 minutos de equilibrio e lida no

fluorimetro a temperatura ambiente.

3.2.12 Titulacao de ThT para calculo da constante de dissociacao aparente (Kgis)

A titulagdo de ThT foi analisada considerando-se uma reacdo de ligagdo em
equilibrio simples, definida por uma constante de dissociagédo (Kgis) de primeira ordem.
Os dados experimentais foram fitados por uma curva isotérmica de ligagdo dada pela
equacgao que segue (VAZ et al., 2006):

(+[L)/[P) + K, /1PL) =+ 2] /[P] + K, [PL —4(L] /[P]

Y = 5 [Equacéo 6a]
com Y, grau de saturagao, dado pela equacao:
AF,
Y =—"— Equacéo 6b
AF [Equag ]

max

-F

min

onde AF =(F

obs

) representa a diferenca entre a intensidade de
fluorescéncia apés cada adigdo de ThT (F,, ) e a intensidade de fluorescéncia na

auséncia de ThT (F, ). AF, =(F, —F

max min

) representa a variagdo maxima da

intensidade de fluorescéncia, com (F, ) sendo a intensidade de fluorescéncia quando

max

a proteina esta totalmente saturada com ThT. [P], € a concentragao total de proteina e
[L], a concentragcdo total de ligante apdés cada adicdo de ThT. Para a titulagéo,

aliquotas de 100 pL de 30 uM de proteinas induzidas a amiloidogénese, foram colhidas
em tempos determinados, diluidas em agua ultra pura até 600 yL (solu¢do final com 5

MM de proteinas), e submetidas a crescentes quantidades de ThT, sendo que ao
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completar a titulacdo, o volume final ndo excedeu em mais de 3% o inicial de 600 pL.
Os parametros de excitagcao e emissao, bem como correcdes e branco utilizados, sao
os mesmos descritos no item 3.2.11, pag. 81. O dados graficados sao a média de duas

leituras em quintuplicata.

3.2.13 Ligacao de bis-ANS

Em intervalos de tempo determinados, aliquotas de 100 uL foram retiradas das
solugcdes descritas no item 3.2.9, pag. 79. A essa aliquota foi adicionado um volume
apropriado da solucdo estoque de bis-ANS, sendo a propor¢cdo final de bis-
ANS:proteina de 1:2. Apés 10 minutos de equilibrio, a ligagdo de bis-ANS foi entédo
monitorada por fluorescéncia (ISS Multifrequency Phase Fluorometer K2™), com
excitacdo em 350 nm e espectro de emissao entre 400 e 600 nm. Os espectros foram
medidos a 20°C na velocidade de 1 nm/s com aberturas de janelas para excitacédo e
emissdo de 1 mm, sendo os resultados de cada ponto do espectro a média de 10
leituras. Os pontos graficados, representam a intensidade maxima de fluorescéncia
obtida em 492 nm. Para branco foi realizado o mesmo procedimento como descrito no

fim do item 3.2.11, pag. 81, com as devidas correspondéncias.

3.2.14 Calculo da energia de ativacao do processo amiloidogénico monitorado por
CD e fluorescéncia de ThT

Foram realizados ensaios para a determinagdo da energia de ativacdo do
processo de formacéao de folhas-B, através do aumento de sinal de dicroismo circular a
216 nm, e da formacgéao de fibrilas amiléides, observando a fluorescéncia de ThT a 482
nm. A cinética de formacao de folha- foi monitorada através do acompanhamento do

ganho de sinal de CD a 216 nm, mantendo a proteina de estudo em uma temperatura
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fixa, sendo utilizada uma cubeta de quartzo de 1 mm de caminho Ooptico. As
temperaturas testadas foram: 35, 45, 55 e 65 C. A concentrac&o de proteina utilizada foi
de 4 uM em borato de sddio 50 mmol/L, pH 9,0. Os dados coletados para a formagéao
de folha-B foram corrigidos para elipticidade molar residual, utilizando a equacgao 4
citada no item 3.2.10, pag. 80, normalizados e utilizados para tratamento posterior dos
dados para constru¢ao do grafico de Arrhenius.

A cinética de formacdo de fibrilas amildides foi monitorada através da
fluorescéncia de ThT. Para tanto, amostras de apomioglobinas (30 uM em borato de
sédio 50 mM, pH 9,0) foram incubadas em diferentes temperaturas. Nos tempos
determinados, as amostras foram diluidas cinco vezes com solugdo de ThT,
previamente preparada da solugdo estoque descrita no item 3.1.3.5, pag. 63, sendo a
proporcao final de ThT:proteina de 5:1, e a mistura incubada por 10 min a mesma
temperatura anterior da amostra. Em seguida, nessa mesma temperatura, foi realizada
a leitura da fluorescéncia em um fluorimetro Aminco Bowman® Series 2 (SLM-
AMINCO®). A temperatura da cela de leitura foi controlada por um banho digital
Polyscience®. A emissao de fluorescéncia do ThT foi lida de 460-600 nm com excitagéo
a 450 nm e abertura de janelas para excitacdo e emissdo de 4 nm. Foram utilizadas
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico e as medidas corrigidas da mesma
forma como descrita no fim do item 3.2.11, pag. 81. As médias dos dados coletados
foram normalizados e utilizados no tratamento posterior para a construgcéo do grafico de
Arrhenius.

Os dados de CD e fluorescéncia de ThT foram analisados através de um ajuste

exponencial simples, conforme descrito pela seguinte equagdao (MARCON et al., 2006):
Y=Y, +Bx exp(— t/kapp) [Equacgédo 7]

onde Y, € o valor maximo do sinal da sonda utilizada (considerando-se que os

dados das sondas foram normalizados, o valor maximo apresenta-se sempre igual a 1),

B é a amplitude da mudancga do sinal da sonda, k,, € a constante aparente para o

evento analisado e ¢ é o tempo (horas).

84



A partir dos valores de &, , foi construido um grafico de Ink,,x1/T . Dos pontos

desse grafico foi feito um ajuste linear com a equagéo de Arrhenius:

Ink, =InA—E,/RxT [Equacao 8]

app

onde E, e A sdo constantes caracteristicas da reacdo (E, € a energia de

ativacdo e A o fator de frequéncia ou fator pré-exponencial), R € a constante dos
gases perfeitos (8,3145 J.K' .mol") e T é a temperatura absoluta. Esse ajuste foi
utilizado para obtencao dos parametros de Arrhenius referentes a formagao de folhas-

e da formacgao de fibrila.

3.2.15 Desenovelamento quimico induzido por uréia

Algumas apomioglobinas selecionadas — por razdes que veremos no decorrer
deste manuscrito — foram submetidas a concentracbes crescentes de uréia, que
variaram de 0 a 8 M, em duas condi¢cbdes tamponantes: tampao Hepes 10 mM pH 7,8 e
tampao citrato de sédio 4 mM pH 4,2. O volume final utilizado no ensaio foi de 2 mL. As
solugbes de uréia foram preparadas na data ou no dia anterior da realizagdo dos
experimentos e suas concentragdes foram aferidas em um refratdmetro. Os valores

obtidos na leitura do refratdmetro foram inseridos na equacao abaixo (PACE, 1986):

M., =117,66x(AN)+29,753x (AN )’ ~185,56 x (AN )’ [Equacéo 9]

Uréia

onde M € a molaridade da uréia (mol/L) e AN é a diferenga entre o indice de

Uréia
refracdo da solugao contendo uréia e do tampéo utilizado.

O grau de desenovelamento foi monitorado a 4°C através da leitura do sinal de
dicroismo circular a 222 nm para monitorar a perda de estrutura secundaria,
especificamente de hélice-a (estrutura secundaria predominante na apomioglobina).
Para tanto, foram usadas cubetas de quartzo de 5 mm de caminho 6tico, sendo os

resultados a média de 61 leituras realizadas ao longo de 1 min em intervalos de 1 s. Os
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brancos utilizados foram os proprios tampdes de cada condi¢gdo ao longo da variagao
de 0-8 M de uréia. Cada aliquota de proteina, em uma determinada concentragcédo de
desnaturante foi equilibrada por 10 min a 4°C antes das leituras. As proteinas foram
comparadas contra a forma selvagem no que se refere a estabilidade dessas, frente ao
aumento continuo de desnaturante. Essa comparacdo foi feita através de dois
parametros: da avaliagdo do C, (concentragcdo de desnaturante no ponto médio de
transi¢ao), nas condigdes de pH 7,8 e 4,2 e da energia livre de desenovelamento (AG®\.
p) calculada na condicdo de pH 4,2, parametros esses obtidos como descrito no item
3.2.16 a seguir. Para o calculo desses parametros, os dados obtidos foram tratados

adequadamente nos programas Origin 6.1® ou Pro8.0 SRO® (OriginLAB Corporation®).

3.2.16 C,, e variacao da energia livre (AG°y.p) de desenovelamento

A energia livre de desenovelamento (AG°\p) das proteinas selecionadas foi
calculada através dos dados medidos do experimento de desnaturagdo em equilibrio
(item 3.2.15, pag. 85), na condi¢do tamponante com citrato de sédio 4 mM, pH 4,2, na
qual o desenovelamento é considerado como sendo de dois estados (intermediario para
o desenovelado) (KAY e BALDWIN, 1996). C, € a concentracdo de desnaturante no
ponto meédio de transicdo entre os dois estados.

O célculo da variagdo da energia livre (AG°\.p) foi realizado através do método
de extrapolacéo linear, utilizando-se dos dados de pré e pos-transicdo (SANTORO e
BOLEN, 1988), como os obtidos de experimentos de proteinas com o desenovelamento
em dois estados e reversivel, aplicavel no experimento ateriormente descrito.
Considerando-se que a transicao do estado nativo (N) para o estado desenovelado (D)

pode ser descrita por um processo de dois estados, aceita-se que:

fvt+fp=1 [Equacéao 10]
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onde f, € a fracdo de proteinas enoveladas e f, a fragcdo de proteinas

desenoveladas. Utilizando-se uma variagcdo da equacdo de Gibbs, que relaciona

energia livre com a constante de equilibrio:

AG =-RxT xInk,, [Equagao 11]

sendo AG a variagdo de energia livre do processo (kcal/mol), R a constante

universal dos gases (1,987 Cal/K.moL), T a temperatura absoluta e k, a constante de

equilibrio, temos que:

key=1olfy [Equagéo 12]

considerando o valor da sonda utilizada para seguir o desenovelamento como Y
temos:

Y =¥y x f, )+ (¥, % f,) [Equag&o 13]

logo: k,, =Y, -Y/Y-Y, [Equacgédo 14]

podemos entdo calcular a variagdo da energia livre em funcéo de Y para cada

ponto dentro da zona de transi¢cédo, sendo o AG observado (AG,, ) tido como:

obs

AG,,, =-RxT xInk,, [Equagéo 15]

com k,, a constante de equilibrio para cada ponto Y dentro da zona de transicao

(Equacao 14). Assim sendo, tanto a pré-transicdo (estado nativo enovelado ou N)
quanto a pos-transi¢céo (estado desenovelado ou D), podem ser descritas por equagdes

de retas do tipo:
Y, =m, x[uréial+Y,, [Equag&o 16]
Y, =m, x[uréia]+Y, [Equacdo 17]

nas quais Y, e Y, s&o os valores da sonda, em funcdo da concentragéo de
desnaturante, dentro da pré e pos transicoes, respectivamente; Y, e Y, representam
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os valores da sonda nos respectivos interceptos (sem desnaturante) da pré e pos
transicées, m, e m, representam as inclinagbes das retas (dependéncia do valor da

sonda em relagc&o ao desnaturante).

Desenvolvendo melhor a equagao 14 obtemos:

Y =Y, +(v, %k, )/(1+k,) [Equacdo 18]

e reescrevendo a equacgao 18, utilizando a combinagao das equacgdes 15, 16 e

17 e utilizando-se a inclinagc&o da reta, obtida de um grafico de AG,,, (kCal/mol) versus

concentracao de uréia, obtemos:

(YN0 +my X [uréia])+ (YDU +my, x[uréia] x exp(— ((AGH20 +mx [uréia])/ Rx T)))} [Equacgo 19]

{ (t+exol-(aG,,, +mxlurial)/ BT

onde AG, , € a variacdo de energia na auséncia de uréia, R € a constante dos

gases (1,987 CallK.moL) e T €& a temperatura absoluta na qual o experimento foi
realizado. Essa equacéo foi utilizada para ajustar as curvas de enovelamento para obter

os parametros AG,, (kCal/molL) — energia de desenovelamento na auséncia de

desnaturante — e m (kCal/moL.M) — constante relacionada ao grau de exposi¢céo da

proteina ao desnaturante (TANFORD, 1968). Para o calculo de C, , na condigéo de pH

7,8, o mesmo foi encontrado manualmente através de extrapolagdo grafica na

condicao, equanto que na condicado de pH 4,2, utilizamos a equagao abaixo.:

C,=AG, ,/m (VAZ et al., 2006) [Equacao 20]

3.2.17 Desenovelamento induzido por acidificacao

Amostras em agua ultra pura das apomioglobinas selecionadas foram diluidas
até a concentracgéo final de 2 uM e volume final de 2 mL em diferentes tampdes citrato

de sddio/acido citrico 2 mM, contendo 30 mM de NaCl. Esse procedimento permitiu a
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obtencdo de solugdes da proteina de interesse em diversas condicdes de pHs que
variaram de 7,7 a 2,0. A variacdo de pH, necessaria para o ensaio de desenovelamento
acido, foi obtida pela mistura de diferentes proporgcées de citrato de sédio e acido
citrico, mantendo-se a concentracéo final de 2 mM relativo ao citrato. Para obtengao de
pHs inferiores a 3,0, adicionou-se concentra¢des crescentes de HCI a partir do tampao
de &cido citrico em pH 3,0. O grau de desenovelamento foi monitorado através do
acompanhamento do sinal de dicroismo circular (CD) no comprimento de onda de 222
nm utilizando o espectropolarimetro J-810™ (JASCO®), medida que permitiu a
monitoragdo da perda de estrutura em hélice-o da proteina. Foram usadas cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6tico termostatizadas a 4°C, através de um sistema interno
de controle (Peltier Type Control System PFD 4258™  JASCO®) e controlador externo
de temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB). Cada solugdo de proteina foi
equilibrada por 10 min a 4°C. Posteriormente, realizou-se 0 ensaio composto de 61
leituras (1/s) durante o intervalo de 1 min, sendo que ao fim de cada ensaio o pH foi
checado (RAMOS et.al.,1999). Arranjando os dados obtidos na forma de sinal de CD x
pH, foi possivel, através de extrapolagao grafica, obter o valor de pH,, que indica o valor

de pH no ponto médio de transigcao entre dois estados.

3.2.18 Experimentos de semeadura

Para a preparagdo das sementes (fibrilas pré-formadas), as proteinas foram
incubadas a 65°C, por 48 horas, no meio de inducao de fibrilas (borato de sddio 50 mM,
pH 9,0). Apds esse tempo, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente
(~22°C), sonicadas por 15 segundos em um sonicador Sonifier 450™ (Branson®) e
posteriormente filtradas em filtro 0,22 um (Millipore®). As sementes foram misturadas
com as amostras frescas ambientadas em tamp&o borato de sédio 50 mM e pH 9,0, nas
proporgdes finais de 0, 1% e 5% e incubadas a 65°C (instante considerado como o
tempo zero do experimento). Em tempos determinados (6, 18, 72 e 160 horas), as
amostras foram homogeneizadas e uma aliquota foi retirada para proceder a
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quantificacdo da massa de fibrilas amiléides, através do método do desvio espectral do

corante Vermelho de Congo como descrito no item 3.2.18.1 a seguir.

3.2.18.1 Quantificacao da massa de fibrilas amiléides através do método de
desvio espectral do Vermelho de Congo

Para quantificar a massa de fibrila amiléide formada ao longo do tempo de
incubacao no ensaio de semeadura (item 3.2.18, pag. 90), utilizamos o método descrito
por Klunk et al. (1999). Nesse método ¢ predito que a ligagado do Vermelho de Congo a
fibrila amildide € independente da sequéncia primaria de residuos de aminoacidos,
sendo dependente somente da presenca de estrutura em folha-B pregueada e da
presenca de pelo menos um aminoacido carregado positivamente. O método foi
inicialmente elaborado utilizando-se a proteina B-amildide (Ag), sendo portanto
necessaria uma adaptacédo do mesmo (descrito pelo proprio autor), para adequar o
método ao modelo de amildide utilizado; no caso deste projeto, as apomioglobinas.

Para adaptar o método, utilizamos a proteina selvagem como modelo de
amildide, e para tanto realizamos todos os passos descritos nas paginas 303 e 304 do
referido trabalho (KLUNK et al., 1999). Apos todos os passos, foi possivel chegar a
féormula final para o calculo da massa de fibrilas amildides (em pg/mL) de

apomioglobinas (apoMb,, ).

apoMb,, = (** A, /4530)-(**4, /6610)-([VC1/0,512) [Equagéo 21]

onde **A, e *’A, s&o a soma das absorbancias da amostra de apoMb incubada
com o Vermelho de Congo em 543 nm e 400 nm, respectivamente, e [VC] a

concentracao de Vermelho de Congo utilizada.
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3.2.19 Cultura de células de mamiferos

As células N2A foram cultivadas em meio DMEM completo. A cultura celular foi
mantida em estufa com 95% de umidade atmosférica e 5% de CO, a 37°C.

Quando né&o cultivadas, as células N2A permaneciam em soro fetal bovino
inativado, contendo 10% de DMSO (crioprotetor) e criopreservadas em nitrogénio
liquido (-196°C). Para cultivar as células N2A, elas foram retiradas do nitrogénio liquido,
rapidamente colocadas a 37°C para descongelar. Em seguida, acrescentou-se 8 mL de
meio DMEM completo (pré-aquecido a 37°C) e apods leve agitagdo, a suspensao foi
centrifugada por 1 minuto a 3.000 x g em temperatura ambiente para sedimentacao das
células no fundo do frasco. Retirou-se todo o meio, deixando o sedimento de células no
fundo do frasco, e em seguida foram adicionados 5 mL de meio DMEM completo; entdo
as células foram gentiimente ressuspensas e posteriormente, essa suspensdo de
células foi cultivada em um frasco plastico de cultura de 25 cm? (Corning®), em estufa
com 95% de umidade atmosférica e 5% de CO, a 37°C. A cada 1 ou 2 semanas foram
realizados repiques, de acordo com a densidade celular, ou da constatagcdo da
mudanca de coloracdo do meio de cultura. Para a realizagdo do repique, as células
eram diluidas em meio de cultura novo. Primeiro retirava-se o meio antigo com pipeta
pasteur, com o cuidado de nao tocar o fundo do frasco para nao aspirar as células,
depois eram adicionados 5 mL de meio DMEM completo novo e as células entdo
ressuspensas gentiimente. Posteriormente, 1 mL da solu¢do anterior era distribuida em
5 frascos, e em seguida cada frasco era completado com 4 mL de meio DMEM

completo novo (diluicao final de 1:5).

3.2.20 Ensaio de citotoxicidade - reducao do MTT

O método utilizado foi adaptado do descrito por Mosmann (1983). Para o ensaio,

uma suspensao de N2A foi distribuida em placa tipo Elisa (Greiner Bio-One®) de 96
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pogos (200 uL por pogo), com densidade final de aproximadamente 1.000 células/pogo.
Apods 24 horas, as células foram inoculadas com as amostras de proteinas, todas em
Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, 100 ug/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina e 1
pug/mL de fungizona. Antes da inoculagédo, as amostras de proteinas foram submetidas
a luz ultravioleta em fluxo laminar por 5 minutos. Em cada poc¢o foram adicionados 20
ML do estoque de cada amostra (5 mg/mL), sendo a concentracdo final de proteina na
cultura de 1 mg/mL. As amostras de proteinas foram: formas nativas, pré-fibrilas
(obtidas como descrito no item 3.2.18, pag. 89) e fibrilas maduras (apds 15 dias de
indugdo). Os controles foram: células no meio DMEM completo e células que
receberam apenas a aliquota do tampao idéntico ao das proteinas (borato de sddio 50
mM, pH 9,0). O periodo de incubagao foi de 24 horas, em estufa com 95% de umidade
atmosférica e 5% de CO, a 37°C. Apds o tempo de incubacdo, adicionou-se 20 uL de
uma solugdo estoque (5 mg/mL) de MTT (Sigma-Aldrich®), para alcangar uma
concentragao final de MTT na cultura de 0,5 mg/mL, sendo posteriormente a cultura
incubada na estufa por mais 4 horas. Ao final da incubagéao, as células foram rompidas
com a adigao de 200 pL por pogo da solugéo de paralisagao (20% SDS e 0,01 M HCI).
A placa foi incubada num agitador orbital em temperatura ambiente (~22°C), coberta
com papel aluminio. No dia seguinte, a absorbéancia de cada pogo foi medida a 540 nm.
A porcentagem de viabilidade celular foi entdo determinada, considerando como
controle positivo (100%), as células nao tratadas. Cada experimento de citotoxicidade
foi feito em oito replicatas e o resultado apresentado é a média de trés experimentos

independentes.

3.2.21 Caracterizacao das fibrilas amiloides por difracao de raios-X

Para a difragdo de raios-X, as proteinas selecionadas foram preparadas na
concentragéo de 2 mg/mL (~118 uM), volume final de 1,8 mL, e incubadas a 65°C em
tampao borato de sédio 50 mM, pH 9,0 por 10 dias. Apds o tempo de incubacgao, a
solugéo foi dialisada contra agua ultra pura a 4°C, para remogao total dos sais do
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tampéo. Para tanto, foram realizadas trés trocas de 1 L de agua ultra pura, com tempo
de dialise de 1 h em cada etapa, e por ultimo a amostra foi dialisada contra 5 L de agua
ultra pura por 24 horas. As amostras foram entdo centrifugadas a 10.000 x g por 10
minutos, e depois deixadas em banho seco para a secagem das fibrilas.

As coletas foram realizadas na linha DO3B-MX1 do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS). Os parametros de coleta foram: feixe de luz monocromatica de
1=1,488 A, distancia entre a amostra e o detector (MAR345™) de 100 mm e aquisicdo
da imagem de difragdo no modo de angulo fixo por 15 minutos. Os dados foram
escalonados e integrados com o programa HKL2000® (OTWINOWSKI e MINOR,
1997).

3.2.22 Atividade chaperona na prevencao de agregacao e fibrilizacao do mutante
W7F/W14F de apomioglobina

Para testar a atividade chaperona das sHsps (17 e 18) de cana-de-agucar e
Hsp40 humana (DjA1), na prevengdo da agregagcdo e processo amiloidogénico de
apomioglobina, utilizamos o mutante W7F/W14F como modelo amiloidogénico. A
escolha desse mutante se fez devido a propriedade do mesmo (em uma clonagem
contendo cauda de histidina), formar fibrila amildide em pH fisiolégico (pH 7) e a
temperatura ambiente (25°C) (SIRANGELO et al., 2004), diferentemente da condi¢céo
extrema (pH 9, 65°C, FANDRICH et al., 2001), utilizada no projeto aqui descrito. A
condicdo amiloidogénica a 65°C utilizada neste projeto, € impropria para os ensaios
com as chaperonas utilizadas, isso em virtude da alta temperatura que é superior ao
limiar de estabilidade dessas chaperonas (TIROLI-CEPEDA, 2007).

O mutante W7F/W14F foi expresso e purificado como descrito anteriormente.
Apos purificado, o mutante W7F/W14F foi reambientado em tampao fosfato de sodio 10
mM, pH 5, NaCl 200 mM. Para o teste da atividade chaperona, 30 uM de W7F/W14F
foram diluidos (15 vezes) em solugdes de sHsps e Hsp40, todas em tampao fosfato de
sédio 10 mM, pH 7, NaCl 200mM, em diferentes propor¢cdes de W7F/W14F e
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chaperonas. Apds o preparo das diferentes solugcbes, as mesmas foram deixadas a
25°C por até 23 dias, sendo que em tempos determinados, uma aliquota foi retirada e
entdo misturada com uma solugédo de ThT em fosfato de sdédio 10 mM, pH 7, NaCl 200
mM, sendo a proporgao final de ThT:proteinas de 5:1. A ligagdo de ThT foi entdo
monitorada por fluorescéncia, com excitacdo a 450 nm e maximo de emissao a 482 nm.
Como controle negativo, utilizamos a albumina bovina (BSA) e como branco, o mutante
WT7F/W14F “fresco”, proveniente de uma amostra do estoque (com n&o mais de 3
semanas) congelada a -20°C em agua com pH 55. A amostra do estoque foi
descongelada a temperatura ambiente e entdo diluida apropriadamente com as
solugdes das chaperonas, até as condi¢gdes descritas anteriormente. Em seguida foram
diluidas com ThT como descrito e imediatamente lida no fluorimetro a temperatura

ambiente.

3.2.23 Dissociacao de fibrilas amildides induzida por uréiaem pH6 e 7

Para avaliar a dissociagdo/desmontagem das fibrilas amiléides induzidas por
uréia, fibrilas amiléides de apomioglobinas, apés 10 dias de indugdo amiloidogénica
(como descrito no item 3.2.9, pag. 79), foram incubadas em diferentes concentragcdes
de uréia (0-8 M) em tampao fosfato de sédio 25 mM, pH 7 ou 6 por 24 horas a 25°C.
Em seguida, uma aliquota foi misturada com solugdo estoque de ThT acrescida de
uréia até a proporcao final fibrila:ThT de 1:5 (4:20 uM). A dissociagao/desmontagem
das fibrilas foi aferida pela monitoracdo da fluorescéncia de ThT a 482 nm com
excitacdo a 450 nm, tendo como branco, amostras preparadas da mesma forma

descrita no fim do item 3.2.11, pag 81, com as devidas correspondéncias.
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3.2.24 Analise Estatistica

Em decorréncia do objetivo deste trabalho — no qual visamos a comparagao dos
resultados obtidos de cada mutante da apomioglobina com a forma selvagem — para
avaliarmos a presenga ou nao de diferencas estatisticamente significativas entre as
taxas de amiloidogénese par a par (selvagem x mutante), aplicamos o teste “t” em par
de Student, com distribuicdo bicaudal. Consideramos estatisticamente diferentes os
pares analisados nos quais o nivel de significancia foi de p<0,001. Quanto ao nivel de
significAncia para a anadlise de outros parametros, foi utilizado valor de p<0,05 ou
p<0,01 (descritos nas tabelas apresentadas em resultados). As anadlises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o programa computacional Origin 6.1® ou Pro8.0 SRO®
(OriginLAB Corporation®).
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4 RESULTADOS
4.1 Expressao e purificacao das proteinas
4.1.1 Apomioglobinas

Os cDNAs das miogloblinas ja se encontravam clonados em vetor pT7-7a ou
pET3a (mutantes de permutacdo). Testes de indugao (Figura 12) mostraram que as
mioglobinas foram devidamente expressas apos 4 ou 16 h de indugéo por IPTG 0,4
mmol/L a 42°C, ficando estocadas em corpos de inclusdo. Todas as mioglobinas,
selvagem e os 19 mutantes, foram expressas na sua forma apo (sem o grupamento
heme), em linhagem E. coli BL21(DE3) (Figura 13, pag. 97).

Mb P NI I-41-16

21 kDam

e
v

14 kDam

Figura 12. Analise por SDS-PAGE (15%) do teste de inducao com 0,4 mmol/L de IPTG do
clone pET-T(7)H24V/H119F. Uma cultura em pequena escala de E. coli BL21(DE3),
foi transformada com o vetor pET-T(7)H24V/H119F e incubada a 37°C (NI - nado
induzida); para inducdo a 42°C adicionou-se IPTG (0,4mmol/L) e a cultura foi
novamente incubada. Para analise, preciptados de aliquotas colhidas nas condicbes
NI e apds 4 e 16 horas de indugédo (I-4 e I-16) foram ressuspensos em 100 uL de
tampao de amostra para eletroforese, fervidos por 5 minutos e 10 pL foram
submetidos a eletroforese em SDS-PAGE (15%). Mb: mioglobina de cavalo (17
kDa); P: padrao de massa molecular.
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Figura 13. Andlise por SDS-PAGE (15%) do processo de lise de E. coli BL21(DE3) apés
expressao heterdloga de H24V/H119F induzida com IPTG 0,4 mmol/L por 4 h a
42°C. Apds 4 h de indugdo com IPTG 0,4 mmol/L a 42°C, a cultura foi centrifugada
e os procedimentos de lise das bactérias e dos corpos de inclusao foram realizados
como descritos nos itens 3.2.6.1 e 3.2.6.1.1, pag. 72, respectivamente. P: padréo
de massa molecular; Mb: mioglobina de cavalo (17 kDa); S1-S4: 1° ao 4°
sobrenadantes do processo de lise bacteriana; Cl: sobrenadante obtido apds
processo de lise do corpo de inclusdo, mostrando a banda referente ao mutante
H24V/H119F.

As apomioglobinas foram purificadas em dois passos cromatograficos, sendo
primeiramente realizada uma cromatografia de troca anibnica em coluna DEAE-
Sepharose (Figura 14, pag. 98). Observou-se que nesse processo que as proteinas
foram eluidas antes do gradiente de NaCl, com inicio de eluigdo entre 5 e 11 mL apds a
aplicagdo da amostra. Num segundo passo, foi realizada uma cromatografia de troca
catibnica em coluna CM-Sepharose (Figura 15, pag. 99), no qual as apomioglobinas
foram eluidas entre 13,5-18% de NaCl (135-180 mM).
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Figura 14. Perfil cromatografico da purificacao de H24V/H119F por troca aniénica. (a) (1)
proteinas nao ligadas a coluna DEAE-Sepharose - eluidas durante a lavagem da
coluna com tampéao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,2 e (2) proteinas ligadas a coluna
- eluidas durante o gradiente linear de NaCl; (b) SDS-PAGE 15% referente a
cromatografia observada em (a). (P) padrdo de massa molecular, (Mb) mioglobina,
(30) fracao eluida n°® 30, (IC) amostra injetada na coluna, (7) fragcdo eluida n° 7.
(==): absorbancia em 280 nm; (—): gradiente de NaCl com 100% correspondendo a
1M; (=): condutancia; (] |): fracdes eluidas.
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Figura 15. Perfil cromatografico da purificacao de H24V/H119F por troca catidnica. (a) (1)
proteinas ndo ligadas a coluna CM-Sepharose - eluidas durante a lavagem da
coluna com tampéao acetato de sédio 10 mM, pH 2,0 e (2) proteinas ligadas a coluna
- eluidas durante o gradiente fracionado de NaCl; (b) SDS-PAGE 15% referente a
cromatografia observada em (a). (P) padrdo de massa molecular, (Mb) mioglobina,
(IC) amostra injetada na coluna, (26) fragéo eluida n° 26. (==): absorbancia em 280
nm; (=): gradiente de NaCl com 100% correspondendo a 1 M; (=): condutancia;
(I1): fragdes eluidas.
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Constatamos que apds os processos de purificagdo, e processamento das
proteinas (como descrito no item 3.2.8, pag. 77), as apomioglobinas expressas
apresentaram grande solubilidade aquosa e consideravel rendimento de expressao
(Tabela 7), perfazendo um total de massa de proteina da ordem de 72-160 mg, sendo

algumas proteinas mais expressas do que outras.

Tabela 7. Rendimento final (mg/L de inducao) das apomioglobinas.

Mutante Rendimento (mg/L)’ Mutante Rendimento (mg/L)’

WT 382 apoMbB_GHA 272
EO04A 3312 apoMbC_GHAB 2812
W7F/W14F 272 A134F 302
V10F 28 +1 M131A 28 1
E18A/K77A 262 A15G/A74G 322
D20A 292 V10F/M131F 321
H24V/H119F 202 ApoMb_123 33+1
H36Q 26 1 ApoMb_g9 33+2
A110F 29+3 A130F 29 +1
R118A 282 A127F 202

* A variagado no rendimento de expressao protéica pode ser justificada
por diferencas da viabilidade, tempo de retencao e cépias dos vetores
plasmidiais nas células de E. coli, ou ainda, por possiveis perdas de
amostra durante os procedimentos de purificag&o.

4.1.2 Expressao e purificacao das sHsps (17 e 18) de cana-de-acucar e Hsp40
(DjA1) humana

As sHsps (17 e 18) de cana-de-agucar foram expressas em linhagem E. coli
BL21(DE3)pLysS, transformadas com vetores de expressdo pET3a contendo os cDNAs
das chaperonas de interesse. Para a purificagdo dessas proteinas, dois passos
cromatograficos foram utilizados (Figura 16a). Primeiramente, uma cromatografia de
troca anidnica em coluna DEAE-Sepharose, na qual a fragao soluvel proveniente da lise
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bacteriana foi utilizada como amostra. Secundariamente, foi realizada uma
cromatografia de gel filtragdo em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60. Como
mostrado, as sHsps foram encontradas na fragao soluvel do lisado bacteriano (Figura
16a).

A chaperona Hsp40 (DjA1) humana foi expressa em linhagem E. coli BL21(DE3),
transformada com vetor de expressdo pET28a contendo o cDNA da referida proteina. O
processo de purificacdo da Hsp40 foi realizado em dois passos cromatograficos.
Primeiramente, uma uma cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Chelating com
ion Ni?* imobilizado. Como segundo passo cromatografico, foi utilizado uma

cromatografia de gel filtragdo em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60 (Figura 16b).

P 17 2 34 113_ 25 e P Hsp40

(@ ht 55 kDa = q (b)

21,5 kDa

14,4 kDa

Figura 16. Analise por SDS-PAGE do processo de purificacao das sHSPs de cana-de-
acucar e HSP40 (DjA1) humana. (a) SDS-PAGE 15% da purificagao de sHsps (17
e 18) de cana-de-agucar. P: padrao de massa molecular; 147 € 145, fragdo soluvel
da lise bacteriana de E. coli BL21(DE3)pLysS contendo sHsps 17 e 18,
respectivamente; 247 € 245, SHsps 17 e 18 apds troca ibnica, respectivamente; 347 e
348, SHsps 17 e 18 apds gel filtragdo, respectivamente. (b) SDS-PAGE 12% da
purificacdo de Hsp40 (DjA1) humana. P: padrdo de massa molecular, Hsp40:
Hsp40 (DjA1) humana apds gel filtragao.
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4.2 Perfil da cinética de formacao de fibrilas amildéides de apomioglobinas

ApoGs a purificacdo das apomioglobinas (item 4.1.1, pag. 96), as proteinas foram
submetidas a amiloidogénese conforme descrito anteriormente (item 3.2.9, pag. 79).
Uma vez incubadas a 65°C em tampéo borato de sédio 50 mM e pH 9, em tempos pré-
determinados (como descrito no item 3.2.11, pag. 81), cada solugcao de proteina
induzida a amiloidogénese teve uma aliquota retirada, essa aliquota foi entdo diluida
com uma solucao estoque de ThT até a proporcao final de ThT:proteina de 5:1, sendo
posteriormente essa solugdo lida em fluorimetro para medir a intensidade de
fluorescéncia de ThT em 482 nm. Para a montagem da cinética amiloidogénica,
graficou-se os dados de fluorescéncia de ThT em 482 nm em fungdo do tempo, e os
dados foram ajustados para uma fungdo exponencial simples, como descrito no item
3.2.11 (pag. 81). Observa-se na Figura 17 (pag. 103), o grafico do perfil cinético da
formacao de fibrilas amildides das apomioglobinas selvagem e mutantes.

Na Tabela 8 (pag. 104), observamos os melhores valores dos parametros
retornados apds o ajuste exponencial (equagéo 5, pag. 81) dos dados de cinética de
formacgao de fibrilas amildides, como demonstrados na figura 17 (pag. 103). A taxa de
formacéao de fibrilas amiléides € dada pelo inverso do valor do parametro t. Com base
nos valores encontrados para cada proteina, observamos que dos 19 mutantes, 7
apresentam cinética amiloidogénica significativamente (p<0,001) diferente da
apomioglobina selvagem, sendo dois com cinética mais lenta (H24V/H119F e
V10F/M131F, 21% menor) e cinco com cinética mais rapida (W7F/W14F, apoMb.123,
B_GHA, H36Q, C_GHAB; 187%, 130%, 109%, 69% e 38% maiores, respectivamente).
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Perfil cinético da formacao de fibrilas amiléides monitorado pela intensidade
temporal da fluorescéncia de ThT a 482 nm. Simbolos: intensidade de
fluorescéncia de ThT a 482 nm. Linhas continuas: melhor ajuste dos dados para
uma funcdo exponencial simples (Equacgdo 5, pag. 81) Os experimentos foram
realizados como descrito no item 3.2.11, pag. 81. Cada ponto se refere a média de
quatro experimentos realizados em separado e em quintuplicata.

103



Tabela 8. Parametros do ajuste exponencial (linhas continuas na figura 17, pag.
103) da cinética de formacao de fibrilas amildides, utilizando a Equacgao
5 descrita no item 3.2.11, pag. 81.

Proteina K Frnax 7 (h) v(x10%/h) | 42 |*Valordep
WT -287,2+6,2 368,1+t6,0 45,0+29 222+0,13 0,95 -
EO04A -285,3+5,8 3654+55 40,6+25 246+0,14 1,32 0,0458
W7F/W14F -281,5+4,4 365,1+3,4 157+09 6,37+0,35 1,12  <0,0001
V10F -290,3+5,7 368,6+55 40,5+24 247+0,14 0,79 0,0397
E18A/K77A -291,8+6,3 372,4+6,1 46,0+29 2,17+0,13 1,52 0,6061
D20A -288,2+6,0 372,1+58 43,2+2,7 231+0,14 1,78 0,3825
H24V/H119F -304,3+7,6 380,7+7,6 56,9+3,.8 1,76+0,11 096  <0,0010
H36Q -283,4+4,7 3683+4,1 26,6+1,5 3,76 +0,20 1,51 <0,0001
A110F -284,6 + 5,3 367,8+5,2 37,9+23 2,64+0,15 0,72 0,0055
R118A -280,3+6,1 368,4+t59 44,0+28 2,27+0,14 1,00 0,6194
A127F -2778+5,6 364,5+t53 39,2+25 255+0,15 0,88 0,0159
A130F -285,8+4,6 371,2+3,3 44,0+1,9 2,27+0,09 2,32 0,5504
A134F -2948+34 370,7+2,7 50,0+1,6 2,00+0,06 1,34 0,0219
M131A -293,6 +3,1 375,8+2,3 44,7+1,3 2,24+0,07 2,45 0,7955
A15G/A74G -2849+3,5 366,8+25 419+14 239+0,08 3,23 0,0675
V1OF/M131F -2913+5,7 377,3+4,9 57,1+3,2 1,75+0,09 3,45 <0,0010
apoMb..i;3 -270,2+9,4 360,2+4,6 196+1,8 5,10+043 2,78 <0,0001
apoMb;g -273,5+94 364,0+54 40,0+3,7 2,550+0,21 3,22 0,0639
B_GHA -284,1+1,3 366,5+1,1 21,5+0,3 4,65+0,07 2,45 <0,0001
C_GHAB -280,9+29 3652+26 32,7+1,1 3,06+0,10 2,31 <0,0001
Fnax, maxima intensidade de fluorescéncia; K, diferenca entre a intensidade de

fluorescéncia maxima e a inicial; t, inverso da taxa de formacgao de fibrilas amiléides v; xz,
qui-quadrado.

* significancia estatistica da diferenga entre os valores da taxa de formacao de fibrilas
amildides (v) entre apomioglobina mutante e selvagem. Diferencas significativas implicam
valores de p<0,001 apods aplicar teste “t” em par de Student, com distribuicao bicaudal.
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4.3 Calculo da constante de dissociacao (Kgis) de Tioflavina T em relacao as
fibrilas amildides

Além da medida comparativa da cinética amiloidogénica dos mutantes frente a
apomioglobina selvagem, através do acompanhamento temporal da fluorescéncia de
ThT (como observado na Figura 17, pag. 103, e Tabela 8, pag. 104), também
acompanhamos, ao longo do tempo, a variagdo da afinidade de ligacdo de ThT as
fibrilas amildides. Para tanto, realizamos a titulacdo de ThT em funcdo do tempo de
formacao de fibrilas amildides, com a finalidade de obter a constante de dissociacao
(Kgis) de ThT em relagao as fibrilas amiléides (como descrito no item 3.2.12, pag. 82).
Observamos que a constante de dissociagao de ThT diminuiu gradativamente, e que o
decaimento da Ky dos mutantes W7F/W14F e H36Q, comparado com o observado na
proteina selvagem, foi mais acentuado entre as primeiras 130 horas de indugao de

fibrilas amiloides (Figura 18, pag. 106).

4.4 Monitoramento da ligacao de bis-ANS em funcao do tempo de inducao de
fibrilas amildides

Para acompanhar o grau de disponibilidade de sitios hidrofébicos ao longo do
processo amiloidogénico, observamos o perfil de ligagdo de bis-ANS em fungéo do
tempo de formacao das fibrilas amildides. Observamos que houve um acentuado
decaimento da fluorescéncia de bis-ANS ao longo do tempo, sendo esse decaimento
muito semelhante para as apomioglobinas estudas (Figura 19, pag. 107). Ao final de 70
horas (~trés dias) de indugdo amiloidogénica, a fluorescéncia do bis-ANS se igualou

aquela observada na auséncia de proteina.
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Figura 18. Variacao da constante de dissociacao (Kgis) aparente de ThT em funcao
do tempo de inducao amiloidogénica. Aliquotas de 100 uL contendo 30
MM de proteinas induzidas a amiloidogénese foram coletadas em tempos pré
determinados para a titulagdo de ThT e calculo de Kgs, como descrito no
item 3.2.12, pag. 82. Os valores foram normalizados contra a fluorescéncia
de ThT na presenca de apoMb selvagem descongelada e preparada no dia
da medida e sob a mesma condicdo das demais solugbes, como descrito
anteriormente. Cada ponto se refere a média de trés experimentos feitos em
separado e em quintuplicata. As linhas ligando os pontos servem para
auxiliar a observacgao.
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Figura 19. Fluorescéncia a 492 nm de bis-ANS em funcao do tempo de inducao
amiloidogénica. Aliquotas de 100 puL de 30 uM de proteinas induzidas a
amiloidogénese foram colhidas em tempos determinados, diluidas com um
estoque de bis-ANS preparado em metanol como descrito no item 3.2.13, pag.
83, até a proporcao final de bis-ANS:proteina de 1:2. Cada ponto se refere a
média de dois experimentos feitos em separado e em quintuplicata. As linhas
ligando os pontos servem para auxiliar a observagéo.
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4.5 Dicroismo circular no ultravioleta distante das apomioglobinas antes e apds
amiloidogénese

Apoés a purificagdo das apomioglobinas, as proteinas foram analisadas por CD
para verificagdo do estado enovelado das mesmas através da quantificacdo das
estruturas secundarias. Aparentemente, os mutantes pontuais (V10F, A110F, A127F,
A130F, A134F, V10F/M131F, EO4A, E18A/K77A, R118A, D20A, H24V/H119F, H36Q,
M131A e A15G/A74G) nédo causaram mudangas significativas na quantidade de
estruturas em hélice-a. comparativamente a apomioglobina selvagem, como observado
pelo sinal de CD a 222 nm (caracteristico de hélice-a) em 18.300 + 500 grau.cm?.dmol’
(linhas continuas, Figuras 20, 21 e 22, pags. 109, 110 e 111, respectivamente),
intervalo de sinal indicativo de porcentagem de hélice-a da ordem de 64 + 5 %. O valor
indicativo de porcentagem de hélice-a foi obtido apds deconvolugdo dos espectros de
CD das proteinas pelo programa CDNN (como descrito no item 3.2.10, pag. 80). Com
relacdo aos mutantes de permutacdo e delecdo de hélice-a, esses mutantes
apresentaram perfis de espectros de CD semelhantes aos observados em trabalhos
anteriores, referentes ao estudo inicial de tais mutantes (RIBEIRO-JR e RAMOS, 2005).

Devido a caracteristica das amildides serem estruturalmente constituidas de
folhas-3, para averiguar referida propriedade, avaliamos o perfil do espectro de CD das
apomioglobinas apds o processo amiloidogénico. Como esperado, apds a formagao das
amildides, as apomioglobinas apresentaram perfil de espectro de CD tipico de proteinas
ricas em estruturas do tipo folha-B, com sinal de CD a 216 nm bem definido (linhas
pontilhadas, Figuras 20, 21 e 22, pags. 109, 110 e 111, respectivamente). Quanto a
quantificacdo das estruturas em folha-3, a estimativa de tais estruturas pelo programa

CDNN retornou valores da ordem de de 48 + 9% entre os mutantes estudados.
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Figura 20. Espectros de CD no UV-distante. Apomioglobinas selvagem (WT) e
mutantes de interac6es hidrofobicas antes (linhas continuas) e depois
(linhas pontilhadas) do processo amiloidogénico. Medidas de CD
realizadas a 25°C, em tampéao fosfato de sodio 10 mM, pH 6,5. Os espectros
dos mutantes, tanto no estado nativo, quanto no estado de fibrila amildide, sédo
semelhantes ao da proteina selvagem. Para as proteinas mostradas, a
deconvolugao dos espectros pelo programa CDNN estimou uma quantificagdo
semelhante das seguintes estruturas secundarias: 64 * 4% de hélice-a na
condicao nativa e 43 + 3% de folhas-p na condicao de fibrilas amildides.
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Espectros de CD no UV-distante. Apomioglobinas selvagem (WT) e
mutantes de interacoes eletrostaticas e do intermediario da via de
enovelamento de apomioglobina antes (linhas continuas) e depois
(linhas pontilhadas) do processo amiloidogénico. Medidas de CD
realizadas a 25°C, em tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 6,5. Os espectros
dos mutantes, tanto no estado nativo, quanto no estado de fibrila amiloide,
sdo semelhantes ao da proteina selvagem. Para as proteinas mostradas, a
deconvolugdo dos espectros pelo programa CDNN estimou uma
quantificagdo semelhante das seguintes estruturas secundarias: 63 + 4% de
hélice-a na condigdo nativa e 44 + 4% de folhas-f na condi¢cao de fibrilas
amildides.
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Figura 22. Espectros de CD no UV-distante. Apomioglobinas selvagem (WT) e
mutantes W7F/W14F e de delecao, permutacao e propencao de hélice-a
antes (linhas continuas) e depois (linhas pontilhadas) do processo
amiloidogénico. Medidas de CD realizadas a 25°C, em tampéo fosfato de
sodio 10 mM, pH 6,5. Os espectros dos mutantes, tanto no estado nativo,
quanto no estado de fibrila amildide, diferem significativamente da proteina
selvagem, sendo a deconvolugdo dos espectros pelo programa CDNN
apresentados na Tabela 9 (pag. 112).
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Tabela 9. Predicao — antes e apds 15 dias de inducdao amiloidogénica — através do
programa CDNN, das estruturas secundarias do tipo hélice-a e folhas-p das
apomioglobinas mostradas na Figura 22, pag. 111. Faixa de predicao entre

200-260 nm.
Mutante Antes (% de hélice-a) Apos (% de folha-B)
WT 65%2 44 * 2%
W7F/W14F 60 2% 42 + 3%
A15G/A74G 63 £ 2% 49 + 2%
apoMb;_123 9+1% 54 + 4%
apoMb.gg 13+1% 56 + 3%
B_GHA 48 + 3% 49 + 2%
C_GHAB 50 + 3% 46 + 3%

4.6 Desenovelamento quimico por uréia das apomioglobinas selvagem e
mutantes W7F/W14F, H24V/H119F e H36Q

Nas Figuras 23 e 24 (pags. 113 e 115), apresentamos os resultados referentes
ao estudo comparativo da estabilidade da apomioglobina selvagem e mutantes
W7F/W14F, H36Q e H24V/H119F submetidos a concentragcdes crescentes de uréia em
duas condigbes tamponantes.

Na Figura 23 (pag. 113), observamos o perfil de desenovelamento quimico
induzido por uréia na condicao tamponante em pH 4,2. Constatamos que a proteina
selvagem e os mutantes H36Q e H24V/H119F, comegam a se desenovelar entre 0,7-
0,75 M de uréia, estando totalmente desenovelados em aproximadamente 2,7 M de
uréia. O mutante W7F/W14F, comeca a se desenovelar antes de 0,2 M de uréia,
estando totalmente desenovelado por volta de 1,8 M de uréia. Pelo fato do
desenovelamento da apomioglobina, na condicdo tamponante em pH 4,2, se apresentar
como do tipo dois estados (como discutido anteriormente no item 3.2.16, pag. 86), dos
resultados apresentados (Figura 23, pag. 113), pudemos, através da extrapolagdo dos
dados (equacao 19, pag. 88), calcular os valores de variagdo da energia livre de

desenovelamento AGp,o das proteinas analisadas (Tabela 10, pag. 114).
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Figura 23. Desenovelamento quimico por uréia da apoMb selvagem e dos mutantes
H36Q, H24V/H119F e W7F/W14F em pH 4,2 a 4°C monitorado por dicroismo
circular a 222 nm. 2 yM de proteinas foram preparadas em tampéao citrato de
sédio 4 mM, pH 4,2, contendo concentragdes crescentes de uréia (0-4 M) e
lidas em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho éptico como descrito no item
3.2.15, pag. 85. Os simbolos cheios representam as leituras em cada
concentracao de uréia correspondente; as linhas representam o melhor ajuste
dos dados a Equagéo 19 (item 3.2.16, pag. 86).
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Tabela 10. Valores de C,, (M), AGu2o (kCal/mol) e m (kCal/mol.M) do
desenovelamento quimico por uréia em pH 4,2 (Figura 23,
pag. anterior). Valores retornados através da extrapolacao
linear dos dados pela Equacao 19 (item 3.2.16, pag. 86).

Proteina Cm AG20 m
WT 1,5+0,1 28+0,1 1,9+0,0
W7/FW14F 0,8+ 0,1 1,7+ 0,1 2,1+0,1
H24V/H119F 1,6 +0,1 3,0+ 0,1 1,9+0,1
H36Q 1,4 +0,1 2,7+0,1 1,8 £ 0,0

Na Figura 24 (pag. 115), observamos o perfil de desenovelamento quimico
induzido por uréia na condi¢cao tamponante em pH 7,8. Constatamos que a proteina
selvagem e os mutantes W7F/W14F, H36Q e H24V/H119F, apresentam valores de Cp,
de 3,4, 2,1, 2,6 e 3,7, respectivamente.

4.7 Desenovelamento acido de apomioglobinas selvagem e mutantes W7F/W14F,
H24V/H119F e H36Q

Na Figura 25 (pag. 116) apresentamos os resultados referentes ao estudo
comparativo da estabilidade da apomioglobina selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q
e H24V/H119F submetidos a variacédo de pH.

Observamos que a proteina selvagem (WT) apresenta pHy, (pH no ponto médio
de transi¢cao) do estado nativo (N) para o estado intermediario (1) em torno de 5,1 e da
transicdo do estado | para o estado desenovelado (D) em torno de 3,2. O mutante
W7F/W14F apresenta pH,, do estado N para | em torno de e 6,3 e do estado | para D
em torno de 4,3. O mutante H24V/H119F apresenta somente um pHp, referente a
transicdo do N para o D em torno de 3,1. Por fim, o mutante H36Q apresenta pH,, do

estado N para | em torno de 6 e do estado | para U em torno de 3,1.
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Figura 24. Desenovelamento quimico por uréia da apoMb selvagem e dos mutantes
H36Q, H24V/H119F e W7F/W14F em pH 7,8 a 4°C monitorado por dicroismo
circular a 222 nm. 2 uyM de proteinas foram preparadas em tampao HEPES 10
mM, pH 7,8, contendo concentragdes crescentes de uréia (0-8 M) e lidas em
cubeta de quartzo de 10 mm de caminho dptico como descrito no item 3.2.15,
pag. 85. Os simbolos cheios representam as leituras em cada concentracao de
uréia correspondente.
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Figura 25. Desenovelamento acido de apoMb selvagem (WT) e dos mutantes H36Q,
H24V/H119F e W7F/W14F a 4°C monitorado por dicroismo circular a 222
nm. 2 uM de proteinas foram preparadas em diferentes pHs como descrito no
item 3.2.17, pag. 88.

4.8 Propriedade de semeadura dos agregados pré-fibrilares das apomioglobinas
selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q, H24V/H119F, V10F/M131F, apoMb1.123,
C_GHAB e B_GHA

ApoOs constatado quais mutantes apresentaram cinética amiloidogénica
significativamente (p<0,001) diferente da apomioglobina selvagem (ver Tabela 8, pag.
104), estudamos a capacidade de semeadura das formas pré-fibrilares da proteina

selvagem e dos referidos mutantes. Nesse experimento visamos avaliar se a velocidade
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de formacéao das estruturas fibrilares seria mais rapida com a presenca das sementes,
fato previamente observado em outras amiléides. Nas Figuras 26 e 27 (pags. 118 e
119, respectivamente) apresentamos os resultados do monitoramento temporal da
massa de fibrila amildide formada durante a incubagc&o das apomioglobinas selvagem e
WT7F/W14F, H36Q, H24V/H119F, V10F/M131F, apoMbj.123, C_GHAB e B_GHA, com
diferentes proporcdes de “sementes” (como descrito no item 3.2.18, pags. 89 e 90). A
formagao de fibrilas amiléides de apomioglobinas por semeadura foi realizada
utilizando-se duas condi¢des: 1% e 5% em massa de agregados pré-fibrilares. A partir
dos dados apresentados nas Figuras 26 e 27 (pags. 118 e 119, respectivamente)
realizamos um ajuste exponencial simples (como o descrito na equagao 7, pag. 88),
tomando-se os devidos cuidados na adequacgao dos valores utilizados. Comparado ao
modelo sem sementes, constatamos que houve um aumento significativo (Tabela 11,
pag. 120) na velocidade de formagao das amildides no modelo de semeadura, ndo
sendo possivel, entretanto, apds normalizagcdo dos dados, determinar efeitos distintos

de semeadura entre as proteinas estudadas.

4.9 Energia de ativacao do processo de conversao de estrutura hélice-a para
folha-B e da formacao de fibrilas amildides das apomioglobinas selvagem e

mutantes com cinética diferenciada

Visando melhorar o conhecimento acerca da dinadmica da cinética amiloidogénica
das apomioglobinas, analisamos a cinética de formac&o das fibrilas amildides em
diferentes temperaturas. Realizamos (como descrito no item 3.2.14, pag. 83) a
monitoracdo da fluorescéncia de ThT a 482 nm e CD a 216 nm em quatro diferentes
temperaturas, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C. Assim sendo, obtivemos constantes aparentes
(kapp) para posterior calculo da energia de ativagdo associada aos processos de
conversdo de estrutura hélice-o para folha-p e da formagao de fibrilas amildides de
apomioglobinas selecionadas. Os resultados estdo apresentados na Figura 28 (pag.

121) e Tabelas 12 e 13 (pag. 122).
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Figura 26. Efeito de semeadura dos agregados pré-fibrilares de apomioglobinas
selvagem e mutantes H36Q, H24V/H119F e W7F/W14F. Apds os tempos de
incubacao (6, 18, 72 e 160 horas), com diferentes propor¢des de sementes
(como descrito no item 3.2.18, pag. 89), a quantificagdo da massa de fibrilas
formadas foi realizada como descrito no item 3.2.18.1, pag. 90. Os resultados
sdo expressos em porcentagem de massa de fibrilas referentes a massa total
apos 160 horas (tempo no qual toda a massa de proteina se apresentou na
forma de fibrila madura).
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Figura 27. Efeito de semeadura dos agregados pré-fibrilares dos mutantes
V10F/M131F, apoMb,.23, C_GHAB e B_GHA. Apds os tempos de
incubacao (6, 18, 72 e 160 horas), com diferentes propor¢des de sementes
(como descrito no item 3.2.18, pag. 89), a quantificacdo da massa de
fibrilas formadas foi realizada como descrito no item 3.2.18.1, pag. 90. Os
resultados sdo expressos em porcentagem de massa de fibrilas referentes
a massa total apés 160 horas (tempo no qual toda a massa de proteina se
apresentou na forma de fibrila madura).
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Tabela 11. Taxa de formacao de fibrilas amiléides (v) aferida através do
ajuste exponencial dos dados apresentados nas Figuras 26 e
27 (pags. 118 e 119, respectivamente), e variacao da mesma

antes e apos semeadura de 1% e 5%.

Proteina (v antes | (v)*apés 1% | (v)* apés 5% | Valor de p°°
WT 0,006 £ 0,003 0,012 £0,002 0,061 £0,018 ®(0,0449)
R?=0,96 R’=0,99 R*=0,89 €(0,0064)
®(0,0213
W7E/W14E 0,011 £0,002 0,017 £0,002 0,159 0,024 ( )
R?=0,99 R’=0,99 R’=0,98 €(0,0004)
H36Q 0,006 £ 0,003 0,015 +0,002 0,098 0,023 ®(0,0124)
R°=0,95 R°=0,99 R’=0,93 €(0,0024)
®(0,1401
H24V/H119F 0,005 + 0,002 0,008 £ 0,002 0,030 0,010 ( )
R?=0,95 R’=0,98 R’=0,87 €(0,0132)
®(0,2230
V10F/M131F 0,003 £0,002 0,006 + 0,003 0,017 £ 0,004 ( )
R?=0,92 R’ =095 R’=0,96 €(0,0056)
0,001 £0,000 0,008 £ 0,002 0,032 + 0,007 ®(0,0037)
apoMb.123 c
R?=0,87 R’=0,97 R?=0,97 (0,0016)
b

0,2879
C_GHAB 0,005 + 0,003 0,008 + 0,003 0,037 + 0,009 ( )
R?=0,95 R?=0,96 R°=095 €(0,0043)
B GHA 0,006 £ 0,002 0,010 £0,002 0,065 0,016 ®(0,0705)
- R?*=0,96 R’=0,98 R’=0,93 €(0,0032)

2 (v): taxa de formagao de fibrilas amiléides (h™).

b¢ significancia estatistica da diferenca entre as taxas de formacao de fibrilas
amildides (v) antes (°) e ap6s (°) semeadura de 1% e 5%, respectivamente.
Diferencas significativas implicam valores de p<0,05 apds aplicar teste “t” em
par de Student, com distribuicdo bicaudal.
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Figura 28. Plot de Arrhenius da formacao de fibrila amiléide monitorada por
fluorescéncia de ThT a 482 nm e dicroismo circular a 216 nm. O Ln da
constante observada (ks,p) foi obtido do ajuste dos dados da cinética
amiloidogénica (Equacéao 7, pag. 84.), acompanhada pela fluorescéncia de ThT
(simbolos abertos) e dicroismo circular a 216 nm (simbolos cheios), e graficados
em fungdo do inverso da temperatura absoluta (1/T). WT (quadrados),
WT7F/W14F (circulos), H36Q (triangulos), H24V/H119F (tridngulos invertidos). A
energia de ativacdo foi obtida através do ajuste dos dados (linhas continuas,
obtidas pela Equacgao 8, pag. 85.) e sdo mostradas na Tabela 12 (pag. 122).
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Tabela 12. Energia de ativacao (kJ.mol") do processo de formacao
de fibrila amiléide monitorado por fluorescéncia de ThT e
dicroismo circular a 216 nm mostrados na Figura 28.

Proteina CD ThT
WT 89+4 70+ 4
W7F/W14F 60 +2 53+3
H36Q 68+3 64 +2
H24V/H119F 97 +2 82+3

Os mutantes V10F/M131F, apoMb4.123, C_GHAB e B _GHA, também foram
estudados quanto a energia de ativagao do processo de formacao de fibrila amildide,

sendo os resultados obtidos, mostrados na Tabela 13 a seguir.

Tabela 13. Energia de ativacao (kJ.mol™) do processo de formacéo de
fibrila amiléide monitorado por fluorescéncia de ThT e
dicroismo circular a 216 nm dos mutantes V10F/M131F,
apoMb1.123, C_GHAB e B_GHA

Proteina CD ThT
V10F/M131F 94 +2 83+3
apoMb_12; 65+ 1 58 +2
B_GHA 75+2 66+3
C_GHAB 80+1 71+3

4.10 Caracterizacao por difracado de raios-X das fibrilas amildides das
apomioglobinas selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q e H24V/H119F

Apresentamos a seguir os resultados da caracterizagdo estrutural das fibrilas
amildides por difre¢cao de raios-X. As amostras foram preparadas como descrito no item
3.2.21 (pag. 92), sendo posteriormente colocadas em aparato apropriado para que as
mesmas fossem incididas com um feixe de raios-X. As coletas dos dados provenientes

da difragcdo das amostras de amildides estudadas, foram realizadas na linha DO3B-MX1
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do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), tendo como paréametros de coleta:
feixe de luz monocromatica de A=1,488 A, distancia entre a amostra e detector
MAR345™ de 100 mm e aquisigdo da imagem de difragcdo no modo de angulo fixo por
15 minutos. Os dados foram escalonados e integrados com o programa HKL2000®
(OTWINOWSKI e MINOR, 1997).

Como pode ser observado nas Figuras 29 e 30 (pags. 124 e 125,
respectivamente), as formas fibrilares das apomioglobinas estudadas por difracédo de
raios-X, mostram padrdes de difracdo de raios-X da ordem de 4,57 + 0,07 A e 9,63 +
0,48 A, valores esses, indicativos das distancias entre as fitas-p e entre as folhas-p,
respectivamente. Na Figura 29 (pag. 124), mostramos o perfil de difracdo de raios-X
das fibrilas amildides da apomioglobina selvagem e do duplo mutante W7F/W14F, na
Figura 30 (pag. 125), os do mutante H36Q e do duplo mutante H24V//H119F.

4.11 Citotoxicidade em célula N2A das diferentes formas agregadas de
apomioglobinas selvagem e mutantes W7F/W14F, H36Q, H24V/H119F,
V10F/M131F, apoMb.123, C_GHAB e B_GHA

Para avaliar a citotoxicidade das diferentes formas de agregados do processo
amiloidogénico das apomioglobinas, utilizamos a linhagem neuronal de neuroblastoma
murino (N2A). A viabilidade celular foi avaliada pela capacidade de reducdo do MTT,
para tanto, células N2A foram cultivadas, tratadas e processadas como previamente
descrito no item 3.2.20, pag. 91. Avaliamos a citotoxicidade das formas nativas, pre-
fibrilares e fibrilares das apomioglobinas selvagem e mutantes V10F/M131F,
H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMbi.123, B_GHA e C_GHAB. Observamos
(Figuras 31 a 38, pags. 126 a 133), uma acentuada diminuicdo da viabilidade celular
(Tabela 14, pag. 134) nas culturas tratadas com as formas pré-fibrilares de todas as
proteinas estudadas. A viabilidade das células incubadas com as formas nativas das

proteinas, ficaram proximas ao dos controles.
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Figura 29. Padrao de difracao de raios-X de fibrila amildide da proteina selvagem WT
(superior) e mutante W7F/W14F (inferior). Observa-se duas reflexdes principais,
uma centrada em 9,8 A (WT) e 9,6 A (W7F/W14F) (entre setas brancas) e uma
segunda centrada em 4,5 A (WT)e 4,5 A (W7FW14F) (entre setas pretas).
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Figura 30. Padrao de difracao de raios-X de fibrila amiléide dos mutantes H36Q
(superior) e H24VH119F (inferior). Observa-se duas reflexdes principais, uma
centrada em 9,9 A (H36Q) e 9,7 A (H24VH119F) (entre setas brancas) e uma
segunda centrada em 4,4 A (H36Q) e 4,6 A (H24VH119F) (entre setas pretas).
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Figura 31. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducao do MTT. A viabilidade
€ representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada
sem proteina. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e
fibrilar da proteina selvagem como descrito no item 3.2.20, pag. 91. Os controles
foram: células sem proteina e células s6 com o tampdo idéntico ao das
proteinas. Os dados apresentados sdao as meédias de trés experimentos
independentes, sendo cada um deles realizado em oito replicatas; as barras

sobre cada coluna representam o erro padrao entre os trés experimentos.
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Figura 32. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducao do MTT. A
viabilidade é representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a
cultura incubada sem proteina. As células foram incubadas com as formas
nativa, pré-fibrilares e fibrilar do mutante W7F/W14F como descrito no item
3.2.20, pag. 91. Os controles foram: células sem proteina e células s6 com o
tampé&o idéntico ao das proteinas. Os dados apresentados sdo as médias de
trés experimentos independentes, sendo cada um deles realizado em oito
replicatas; as barras sobre cada coluna representam o erro padrdo entre os

trés experimentos.
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Figura 33. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducdao do MTT. A
viabilidade € representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a
cultura incubada sem proteina. As células foram incubadas com as formas
nativa, pré-fibrilares e fibrilar do mutante H36Q como descrito no item 3.2.20,
pag. 91. Os controles foram: células sem proteina e células s6 com o tampéao
idéntico ao das proteinas. Os dados apresentados sdao as médias de trés
experimentos independentes, sendo cada um deles realizado em oito
replicatas; as barras sobre cada coluna representam o erro padrdo entre os

trés experimentos.
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Figura 34. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducdao do MTT. A
viabilidade € representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a
cultura incubada sem proteina. As células foram incubadas com as formas
nativa, pré-fibrilares e fibrilar do mutante H24V/H119F como descrito no item
3.2.20, pag. 91. Os controles foram: células sem proteina e células s6 com o
tampao idéntico ao das proteinas. Os dados apresentados sdo as médias de
trés experimentos independentes, sendo cada um deles realizado em oito
replicatas; as barras sobre cada coluna representam o erro padrdo entre os

trés experimentos.
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Figura 35. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducao do MTT. A viabilidade
é representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada
sem proteina. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e
fibrilar do mutante V10F/M131F como descrito no item 3.2.20, pag. 91 Os
controles foram: células sem proteina e células sé com o tampao idéntico ao das
proteinas. Os dados apresentados sdao as médias de trés experimentos
independentes, sendo cada um deles realizado em oito replicatas; as barras

sobre cada coluna representam o erro padrao entre os trés experimentos.
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Figura 36. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducao do MTT. A viabilidade é
representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada sem
proteina. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e fibrilar
do mutante apoMb;.1,3 como descrito no item 3.2.20, pag. 91 Os controles foram:
células sem proteina e células sé com o tampao idéntico ao das proteinas. Os
dados apresentados sdo as médias de trés experimentos independentes, sendo
cada um deles realizado em oito replicatas; as barras sobre cada coluna

representam o erro padrdo entre os trés experimentos.
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Figura 37. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducao do MTT. A viabilidade é
representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada sem
proteina. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e fibrilar
do mutante B_GHA como descrito no item 3.2.20, pag. 91. Os controles foram:
células sem proteina e células sé com o tampao idéntico ao das proteinas. Os
dados apresentados sdo as médias de trés experimentos independentes, sendo
cada um deles realizado em oito replicatas; as barras sobre cada coluna

representam o erro padrdo entre os trés experimentos.
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Figura 38. Viabilidade celular determinada pelo teste de reducao do MTT. A viabilidade é
representada em porcentagem, sendo 100% de viabilidade a cultura incubada sem
proteina. As células foram incubadas com as formas nativa, pré-fibrilares e fibrilar
do mutante C_GHAB como descrito no item 3.2.20, pag. 91. Os controles foram:
células sem proteina e células sé com o tampao idéntico ao das proteinas. Os
dados apresentados sdo as médias de trés experimentos independentes, sendo
cada um deles realizado em oito replicatas; as barras sobre cada coluna

representam o erro padrao entre os trés experimentos.
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Tabela 14. Comparacao da viabilidade celular de células N2A em reduzir MTT. Valores
expressos em porcentagem de células viaveis apos incubacdao com as
diferentes formas agregadas das apomioglobinas selvagem (WT) e mutantes
W7F/W14F, H24V/H119F, H36Q, V10F/M131F, apoMb,..3, C_ GHAB e B_GHA.

Forma Forma Fibrila
Proteina Valores de p*°

nativa pré-fibrilar Madura
2 (<0,0001)

WT 89+4% 48 + 3 % 78+2 %
®(0,0131)
2 (<0,0001)

W7F/W14F 82+3% 42 +2 % 71+3%
® (0,0109)
2 (<0,0001)

H24V/H119F 91+1% 54 +2 % 81+3%
® (0,0054)
2 (<0,0001)

H36Q 86+2% 44 + 2 % 74 +2 %
® (0,0018)
2 (<0,0001)

V10F/M131F 92 +3% 51+3% 85+4 %
® (0,0724)
2 (<0,0001)

Mb.123 86+ 3 % 47 +3 % 77+3%
®(0,0213)
2 (<0,0001)

B_GHA 84+2% 42 +2 % 73+3%
® (0,0062)
2 (<0,0001)

C_GHAB 88+2 % 48 +3 % 77+3%
® (0,0062)

ab gignificancia estatistica da diferenca entre a viabilidade celular de células N2A incubadas
com as formas nativa e pré-fibrilar (°) e nativa e fibrila madura (°). Diferencas significativas
implicam valores de p<0,01 apds aplicar teste “t” em par de Student, com distribuicdo
bicaudal.
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4.12 Efeito da dissociacao induzida por uréia das fibrilas amildidesem pH6e 7

Para avaliar a estabilidade das fibrilas amildides de apomioglobinas, realizamos
experimentos de dissociacdo dessas estruturas, induzida por uréia em duas condicdes
de pH (7 e 6), com descrito no item 3.2.23, pag. 94. Nossos resultados (Figura 39, pag.
136) mostram que houve uma sutil diferenca do efeito dissociativo da uréia nas duas
condigbes de pH. Comparadas com as fibrilas formadas pela proteina selvagem
(designada por quadrados na Figura 39, pag. 136), as fibrilas formadas pelos mutantes
WT7F/W14F e H36Q (designadas por circulos e triangulos na Figura 39, pag. 136) se
mostraram mais resistentes, equanto que as fibrilas formadas pelo mutante
H24V/H119F (designado por tridngulos invertidos na Figura 39, pag. 136), apresentou-
se ligeiramente menos resistente. Os dados apresentados sao referentes a 24 horas de
incubagdo com uréia, sendo, entretanto, observado que mesmo ao se prolongar o
tempo de exposicao das fibrilas a ureia em até = 60 horas, ndo observamos diferencas

do efeito dissociativo nesses dois tempos.

4.13 Atividade chaperona das sHsps (17 e 18) de cana-de-acucar e Hsp40 (DjA1)
humana, na prevencao da agregacao e fibrilizacao do mutante W7F/W14F

Mostramos a seguir, os resultados referentes a atividade chaperona das sHsps
de cana-de-agucar (17 e 18) e da Hsp40 (DjA1) humana descritas anteriormente (item
1.3.1, pag. 42), no processo de protegao contra agregacao e fibrilizagdo do mutante
W7F/W14F. Os experimentos foram realizados utilizando como controle negativo de
atividade chaperona a proteina BSA. Ao submetermos o mutante W7F/W14F,
juntamente com a proteina BSA (item 4.13.1, pag. 137) ao processo amiloidogénico
descrito especificamente no item 3.2.22, pag 93, e acompanhando ao longo do tempo

a fluorescéncia de ThT dessa mistura, verificamos que ndo houve diferengca entre a
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formagao de amiléides do mutante W7F/W14F sem e com a proteina BSA (Figura 40,
pag. 137).

1,00
0,96
0,92

0,88

0,84 —o— W7F/W14F (pH 7)

Intensidade relativa da fluorescéncia de ThT

—v— H24V/H119F (pH 7)
0,80 —2— H36Q (pH 7)
—=— WT (pH 6)
0.76 —eo— W7F/W14F (pH 6)
’ —v— H24V/H119F (pH 6)
—a—H36Q (pH 6)
0,72 * ThT
8:6 * x kX K * * %
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Uréia (M)

Figura 39. Dissociacao induzida por uréia das fibrilas amiléides em pH 6 e 7. Fibrilas
maduras, 20 uM, foram incubadas com uréia (0-8 M), em tampao fosfato de
sédio 25 mM, em pH 7 (simbolos abertos) e 6 (simbolos cheios), por 24 horas,
a 25°C; em seguida uma aliquota foi misturada com solugédo estoque de ThT
até a proporcao final fibrila:ThT de 1:5 (4:20 uM). A dissociacéo foi aferida pela
monitoracao da fluorescéncia de ThT, tendo como branco, a proteina selvagem
preparada como descrito no item 3.2.23, pag. 94 (estrelas). WT (quadrados),
WT7F/W14F (circulos), H24V/H119F (triangulos invertidos) e H36Q (tridngulos).
As linhas continuas servem apenas para guiar os olhos, sendo os erros
menores do que os simbolos.
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4.13.1 BSA como controle negativo da atividade chaperona
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Figura 40.

BSA (Fosfato de sodio 10 mM, pH 7, NaCl 200 mM)

—&— 1 W7F/W14F : 0 BSA
—— 1 W7F/W14F : 1 BSA
—o— 1 W7F/W14F : 2 BSA
—O— 1 W7F/W14F : 3 BSA

0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo (dias)

Efeito de BSA na formacao de fibrila amiléide da apomioglobina
W7F/W14F. A proteina W7F/W14F foi incubada com BSA, em diferentes
proporgdes molares de mondémeros, e a ligagdo de ThT foi monitorada por
fluorescéncia. A BSA, nas 3 proporcbes testadas, ndo evitou a
agregacao/fibrilizacao de W7F/W14F. Os pontos sdo a média = desvio
padrao de 5 leituras, de dois experimentos independentes. A fluorescéncia
de ThT da BSA sozinha (0,010 — 0,013), ao longo do tempo, nao foi
significativa.
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4.13.2 Atividade chaperona das sHsp 17 e 18 de cana-de-acucar e da Hsp40
(DJA1) humana

Nos experimentos com as chaperonas moleculares, submetemos o mutante
W7F/W14F com diferentes propor¢coes dos mondémeros de cada chaperona estudada
(item 3.2.22, pag 93). De forma semelhante ao realizado no controle negativo (item
4.13.1, pag. 137), acompanhamos ao longo do tempo a fluorescéncia de ThT da
mistura do mutante W7F/W14F com as diferentes chaperonas.

Com relagédo ao experimento com a Hsp40 (DjA1) humana, pudemos observar
que essa chaperona apresentou consideravel efeito protetor (Figura 41, pag. 139) na
prevencao do processo de agregacao e fibrilizagdo do mutante W7F/W14F (>60% na
proporcdo de monémeros de W7F/W14F:Hsp40 de 1:1, e >95% na proporgcdo de
mondmeros de 1:2).

Quanto as sHsps 17 e 18 de cana-de-agucar, constatamos que ambas também
apresentaram consideravel efeito protetor na prevencédo do processo de agregacgao e
fibrilizagdo do mutante W7F/W14F. O mutante W7F/W14F, quando incubado com a
sHsp 17 nas propor¢dées de monémeros de 1:2 e 1:3 (Figura 42, pag. 140), observamos
praticamente o mesmo efeito protetor como o averiguado no caso da incubagao com a
Hsp40 (DjA1) humana (Figura 41, pag. 139) nas proporgcbées de 1:1 e 1:2,
respectivamente. No estudo do efeito protetor da sHsp 18 na prevencao do processo de
agregacéo e fibrilizagdo da proteina W7F/W14F (Figura 43, pag. 141), observamos que
nas mesmas propor¢gdes de monémeros utilizada no experimento com a sHsp 17
(Figura 42, pag. 140), os efeitos foram semelhantes, com excecao da propor¢ao de
monémero de W7F/W14F:sHsp de 1:2, situacdo na qual a sHsp 18 apresentou um

efeito protetor >80%, equanto que a sHsp 17 teve um efeito protetor >65%.
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Hsp40 (Fosfato de sdédio 10 mM, pH 7, NaCl 200 mM)

—=— 1 W7F/W14F : 0 Hsp40
——1 W7F/W14F : 0,5 Hsp40
—&— 1 W7F/W14F : 1 Hsp40
—O— 1 W7F/W14F : 2 Hsp40

Fluorescéncia ThT(482 nm) Normalizada

0 3 6 9 12 15 18 21
Tempo (dias)

Figura 41. Atividade chaperona de Hsp40 (DjA1) humana na prevencao da
formacao de fibrila amiléide da apomioglobina W7F/W14F. A proteina
W7F/W14F foi incubada com Hsp40 (DjA1) humana, em diferentes
proporcbes molares relativa aos mondmeros, € a ligacdo de ThT foi
monitorada por fluorescéncia. A Hsp40, nas 3 proporcdes testadas, evitou
de forma crescente e proporcional a agregacgao/fibrilizacdo de W7F/W14F.
Os pontos sdo a meédia + desvio padrao de 5 leituras, de dois
experimentos independentes. A fluorescéncia de ThT da Hsp40 sozinha
(0,014 — 0,018), ao longo do tempo, nao foi significativa.
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sHsp17 (Fosfato de sdédio 10 mM, pH 7, NaCl 200 mM)

—&— 1 W7F/W14F : 0 sHsp17
—+— 1 W7F/W14F : 1 sHsp17
—o— 1 W7F/W14F : 2 sHsp17
—O— 1 W7F/W14F : 3 sHsp17

Fluorescéncia ThT(482 nm) Normalizada
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Figura 42. Atividade chaperona de sHsp17 de cana-de-agcucar na prevencao da
formacao de fibrila amiléide da apomioglobina W7F/W14F. A proteina
WT7F/W14F foi incubada com sHsp17, em diferentes propor¢cdes molares
relativa aos monbémeros, e a ligacdo de ThT foi monitorada por
fluorescéncia. A sHsp17, nas 3 proporcdes testadas, evitou de forma
crescente e proporcional a agregacaoffibrilizacado de W7F/W14F. Os
pontos sdo a média * desvio padrdo de 5 leituras, de dois experimentos
independentes. A fluorescéncia de ThT da sHsp17 sozinha (0,013 — 0,019),
ao longo do tempo, nao foi significativa.
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sHsp18 (Fosfato de sédio 10 mM, pH 7 e NaCl 200 mM)

—&— 1 W7F/W14F : 0 sHsp18
—— 1 W7F/W14F : 1 sHsp18
—&— 1 W7F/W14F : 2 sHsp18
—O— 1 W7F/W14F : 3 sHsp18

Fluorescéncia ThT(482 nm) Normalizada
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Tempo (dias)

Figura 43. Atividade chaperona de sHsp18 de cana-de-acucar na prevencao da
formacao de fibrila amiléide da apomioglobina W7F/W14F. A proteina
W7F/W14F foi incubada com sHsp18, em diferentes propor¢cées molares
relativa aos monbmeros, e a ligacdo de ThT foi monitorada por
fluorescéncia. A sHsp18, nas 3 proporcdes testadas, evitou de forma
crescente e proporcional a agregacaoffibrilizacdo de W7F/W14F. Os
pontos sdo a média + desvio padrao de 5 leituras, de dois experimentos
independentes. A fluorescéncia de ThT da sHsp18 sozinha (0,012 — 0,015),
ao longo do tempo, nao foi significativa.
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5 DISCUSSAO

5.1 Expressao e purificacao das proteinas estudadas

Todas as apomioglobinas selvagem e os 19 mutantes, bem como as chaperonas
utilizadas, foram devidamente expressas nas linhagens E.coli BL21(DE3) e E. coli
BL21(DE3)pLysS. As apomiogloblinas ja se encontravam clonadas em vetor pET-T(7),
enquanto as sHsps (17 e 18) de cana-de-agucar e Hsp40 (DjA1) humana, por sua vez,
estavam clonadas nos vetores pET3a (sHsps) e pET28a (Hsp40). As apomioglobinas e
Hsp40 foram expressas na linhagem E. coli BL21(DE3), enquanto as sHsps na
linhagem E. coliBL21(DE3)pLysS.

Testes de indugdo mostraram que as apomioglobinas utilizadas neste projeto
foram devidamente expressas apés 4-16 h de inducéo por IPTG 0,4 mmol/L a 42°C,
ficando estocadas em corpos de inclusdo, sendo que apds a purificagdo, todas
apresentaram grande solubilidade aquosa e consideravel rendimento de expresséo
entre 18-40 mg/L de indugao, perfazendo um total de massa de proteina entre 72-160
mg. A temperatura de indugao (42°C), utilizada para a expressao das apomioglobinas,
permite a obtengcdo da mioglobina no seu estado apo — sem a presenga do grupamento
heme. Devido a esse protocolo, as proteinas sédo purificadas a partir de estruturas
chamadas de corpos de inclusdo (RIBEIRO et al., 2003; RIBEIRO e RAMOS, 2004),
estruturas normalmente produzidas em E. coli em resposta a mudanca brusca de
temperatura (37°C para 42°C, como no caso do protocolo utilizado) e/ou quando as
proteinas recombinantes a serem expressas tendem a formar agregados no citoplasma
da bactéria (MARSTON e HARTLEY, 1990).

Nos processos de purificagdo das apomioglobinas, realizados em dois passos
cromatograficos, os perfis foram muito semelhantes: no primeiro passo, uma
cromatografia de troca anibnica em coluna DEAE-Sepharose, as proteinas foram
eluidas antes do gradiente de NaCl, com inicio de eluigdo entre 5 e 11 mL apds a

aplicagao da amostra. Esse perfil era esperado, uma vez que a apomioglobina, por
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possuir um pl muito préximo de 9, sob a condicdo de pH (7,2) da fase movel,
apresenta-se positivamente carregada (carga = +3); e, portanto, ndo interagiu com a
matrix também positivamente carregada. No segundo passo, uma cromatografia de
troca catidnica em coluna CM-Sepharose (para remogao de possiveis acidos nucléicos
contaminantes, RIBEIRO-JR et al., 2003), as apomioglobinas foram eluidas entre 13,5-
18% de NaCl (135-180 mM). Nesse passo, particularmente realizado em pH 2, a
apomioglobina apresenta-se muito carregada positivamente (carga >+15) portanto,
ligou-se fortemente a coluna negativamente carregada, s6 sendo eluida quando o ion
Na® competiu com a ligacdo pela matrix, concomitantemente & interacdo dos ions CI
com a proteina positivamente carregada. Apos os dois passos de purificagdo, as
apomioglobinas foram obtidas com alto grau de pureza (>95 %) e praticamente livres da
presenca de acidos nucléicos, apresentando relagao de absorbancia 280/260 nm >1,62.

As sHsps (17 e 18) de cana-de-agucar foram expressas em linhagem E. coli
BL21(DE3)pLysS, transformadas com vetores de expressdo pET3a contendo o cDNA
da sHsp de interesse. As sHsps foram encontradas na fragcdo soluvel do lisado
bacteriano. Foram realizados dois passos cromatograficos: o primeiro, uma
cromatografia de troca aniénica em coluna DEAE-Sepharose, na qual a fragdo soluvel
proveniente da lise bacteriana foi utilizada como amostra; seguido de uma
cromatografia de gel filtragdo em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60 (necessaria
para melhorar o grau de pureza e excluir um artefato de purificagdo, mais precisamente,
uma pequena fragao de agregado de aproximadamente 600 kDa).

A chaperona Hsp40 (DjA1) humana foi expressa em linhagem E. coli BL21(DE3),
transformada com vetor de expressao pET28a contendo o cDNA da proteina de
interesse. O vetor pET28a possui a particularidade de codificar 21 aminoacidos
adicionais ao N-terminal da proteina, cujo cDNA esteja clonado nesse vetor, sendo que
dos 21 aminoacidos adicionais incluem-se uma cauda de polihistidina (6 histidinas). O
processo de purificagdo da Hsp40 foi realizado em dois passos cromatograficos:
primeiro, uma cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Chelating com fon Ni**
imobilizado, passo apropriado uma vez que a Hsp40 expressa continha cauda de
polihistidina, essa com grande afinidade ao niquel; segundo, uma cromatografia de gel
filtragdo em coluna HiLoad Superdex 200pg 26/60, para melhorar o grau de pureza.
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5.2 Cinética amiloidogénica e estabilidade protéica

Das analises dos dados de cinética amiloidogénica das apomioglobinas
estudadas, constatamos que dos 19 mutantes, 7 apresentam cinética amiloidogénica
significativamente diferente da apomioglobina selvagem, sendo dois com cinética mais
lenta (H24V/H119F e V10F/M131F, 21% menor) e cinco com cinética mais rapida
(W7F/W14F, apoMb1.123, B_GHA, H36Q, C_GHAB; 187%, 130%, 109%, 69% e 38%
maiores, respectivamente). Dos sete mutantes citados, trés (W7F/W14F, H36Q e
H24V/H119F) tiveram sua estabilidade estudada através de experimentos de
desenovelamento quimico induzido por uréia em pH 7,8 e pH 4,2 — condigdo na qual
avalia-se o intermediario da via de enovelamento da mioglobina estabilizado nesse pH
— e por variagao de pHs (desenovelamento acido). Aparentemente, esses mutantes nao
causaram mudancgas significativas na quantidade de estruturas em hélice-o da
apomioglobina, como observado pelo sinal de CD a 222 nm (caracteristico de hélice-a)
em 18.300 = 500 grau.cmz.dmol'1, sendo, através da deconvolugdo pelo programa
CDNN, estimado aproximadamente 64 + 4% de estrutura em hélice-o. nessas proteinas.
Embora ndo tenham causado mudancas aparentes na estrutura secundaria da
apomioglobina, esses trés mutantes afetaram significativamente a estabilidade da
proteina.

Para averiguar essas mudangas de estabilidade, os mutantes W7F/W14F,
H24V/H119F e H36Q foram estudados mediante experimentos de desenovelamento
quimico induzido por uréia nos pHs 7,8 e 4,2 e por acidificagdo. Desses estudos,
valores de pH,, e Cp, ou seja, pH e concentragao de desnaturante no ponto médio de
transicdo, foram obtidos. Sabe-se que em condigdes ligeiramente acidas, a
apomioglobina forma um intermediario, cujas hélices-a N- e C-terminais, denominadas
de A, B, G e H, apresentam-se parcialmente enoveladas (JAMIM e BALDWIN, 1998). A
apoMb selvagem comecga a se desenovelar em pH 5,6, permanecendo parcialmente
enovelada até pH 4,2, desenovelando-se por completo ao abaixar o pH além de 4,2. A
proteina selvagem em pH 7,8, condicdo na qual ndo segue uma transicdo do tipo dois

estados (RAMOS et al., 1999), quando submetida a um processo de desenovelamento
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induzido por uréia, apresentou um C,, de 3,4 M. Em contrapartida, ao ser submetida ao
mesmo processo em pH 4,2 (condi¢cdo que favorece a formacéo de seu intermediario),
desenovelou-se por efeito da uréia apresentando um Cp, de 1,5 M. Comparados com a
proteina selvagem, os mutantes foram afetados em sua estabilidade como segue:
H24V/H119F nativo em pH 7,8 se apresentou mais estavel comparado a forma
selvagem, tendo intermediario pouco populado; H36Q nativo foi menos estavel se
comparado a proteina selvagem, e seu intermediario apresentou estabilidade
semelhante ao observado na proteina selvagem. Ambos os estados: nativo e
intermediario do mutante W7F/W14F, se apresentaram menos estaveis comparados a
proteina selvagem. Com base nesses resultados, propusemos as seguintes questodes:
qual dos mutantes interfere, de maneira mais atuante, na alteragado da propencao de
formagdo de fibrilas amildides em apomioglobinas? Seria o que afeta o estado
intermediario? Seria o que desestabiliza o estado nativo? Seria o que desestabiliza
ambos os estados, (como no caso do W7F/W14F) e por qué? Sabe-se que o mutante
H24V/H119F n&o apresenta intermediario populavel, que o H36Q propicia a formacao
do intermediario (BARRICK et al., 1994), e que W7F/W14F e H36Q desestabilizam o
estado nativo (BARRICK et al., 1994; SIRANGELO et al., 2000). Uma das hipoteses
sobre a formagéao de fibrilas amiléides em apomioglobina sugere que tal processo tem
origem em estruturas parcialmente enoveladas (SIRANGELO et al., 2002), sendo
estruturas como essas presentes no caso de intermediarios. As hélices-a A, B, Ge H
estdo envolvidas na formagao do intermediario de apomioglobina estabilizado em pH
4,2 (JAMIN e BALDWIN, 1998); portanto, considerando-se a hipotese, alteragdes na
estabilidade do intermediario deveriam propiciar variagbes na propengao
amiloidogénica dessa proteina. No mutante H24V/H119F, duas cadeias laterais do
nucleo hidrofébico sao substituidas por cadeias laterais hidrofébicas de valina e
fenilalanina, ambas com praticamente o0 mesmo volume; dessa maneira, estabilizando
grandemente a proteina frente ao desenovelamento por acidificacdo (BARRICK et al.,
1994). O residuo H36 estabiliza o estado nativo em razdo do empacotamento de sua
cadeia lateral sobre a cadeia lateral dos residuos D38 e F106, formando assim, uma
ponte salina com o residuo D38. O mutante H36Q, provavelmente elimina duas
potenciais interagbes estabilizantes do estado nativo da apomioglobina, e portanto,
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favorecendo a formagéo do intermediario mesmo em pH perto do neutro (BARRICK et
al., 1994). Quanto ao mutante W7F/W14F, sabe-se que os dois triptofanos estéo
envolvidos no favorecimento da formagao de interacbes terciarias especificas, na
estrutura do estado nativo da apomioglobina, e a substituicdo desses residuos diminui a
estabilidade do estado nativo, perturbando de sobremaneira, tanto a estabilidade da
hélice-a A, quanto o empacotamento dessa estrutura com a hélice-a G (SIRANGELO et
al., 2002).

Dos demais mutantes (muitos ja estudados quanto as suas estabilidades),
pudemos constatar que aqueles que apresentaram estabilidade do estado nativo similar
ao da proteina selvagem (EO4A e R118A), apresentaram taxas de formacao de fibrilas
amildides similares ao da proteina selvagem. Por outro lado, mutantes que apresentam
desestabilizacdo do estado nativo (H36Q e W7F/W14F), apresentaram taxa de
formacgao de fibrilas amildides aumentada. O mutante H24V/H119F, que estabiliza o
estado nativo, apresentou taxa de formacdo de fibrila amildéide diminuida quando
comparada a proteina selvagem. Quanto aos mutantes que afetam a estabilidade do
estado intermediario (E0O4A, R118A, W7F/W14F e H24V/H119F), nao foi encontrada
uma relagao entre os efeitos dessa mudancga de estabilidade e a mudanca da taxa de
formagao de fibrilas amildides. Resumidamente, com base nesses resultados do efeito
da alteracao da estabilidade do intermediario na taxa de formacgao de fibrilas amildides,
sugere-se que para o modelo amiloidogénico em apomioglobina, o estado intermediario
provavelmente nao seja obrigatério para a formagao das fibrilas amildides, pois se o
fosse, as alteracbes de estabilidade provocadas por tais mutantes deveriam afetar
igualmente a taxa de formagédo de fibrilas amildides. Embora tal sugestdo seja
fortemente corroborada pelos nossos resultados, dados preliminares da estabilidade do
mutante M131A (KAY e BALDWIN, 1996) véem contradizer nossa hipotese. Esse
mutante é fortemente desestabilizado (0,9 kcal/mol) quanto ao seu nativo e
intermediario, achado esse devido provavelmente ao residuo M131 apresentar um
significativo empacotamento de sua cadeia lateral, nas duas mais importantes
interfaces entre hélices-a presentes na proteina (A-H e G-H), sendo a estabilizagao
dessas interfaces fator de extrema importancia na estabilidade tanto do estado nativo
quanto do estado intermediario.
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Pudemos ainda observar que tanto os mutantes que desestabilizam (E04 e
WT7F/W14F), quanto os que estabilizam (R118A e H24V/H19F) o estado intermediario,
tiveram efeitos contraditérios na taxa de formacéo de fibrilas amiléides. O mutante
H36Q, que n&o afetou o referido estado intermediario, aumentou significativamente a
taxa de formagédo de fibrilas amildides. Desse conjunto de observagaos, sugere-se,
portanto, que: fibrilas amiléides provenientes de mutantes de apomioglobina que
desestabilizam o estado nativo, possuem taxa de formacédo mais rapida, enquanto os
que estabilizam, apresentam taxa mais lenta. Em contrapartida, a estabilizacido ou
desestabilizacdo do estado intermediario, aparentemente ndo causa efeito
correlacionavel sobre a taxa de formacéao de fibrilas amildides.

O mutante V10F/M131F, que apresentou taxa de formacao de fibrilas amildides
mais lenta, foi estudado quanto a sua estabilidade pela primeira vez durante este
projeto; entretanto, n&o foi concluido. Os mutantes de permutagéo e delegao (apoMb+.
123) de hélices-a apresentaram taxa de formacao de fibrilas amiléides maiores, quando
comparados a proteina selvagem. Esses resultados eram esperados, uma vez que
trabalhos anteriores sobre o estudo das estabilidades desses mutantes (RIBEIRO-JR e

RAMOS, 2005) mostram que 0s mesmos sao instaveis e proprensos a agregacao.

5.3 Caracteristicas estruturais das fibrilas amiléides de apomioglobinas

Além dos resultados de cinética amiloidogénica, apresentamos resultados sobre
a caracterizagcao estrutural das fibrilas amiléides formadas. Os espectros de CD das
proteinas, apds o processo amiloidogénico, apresentaram o formato esperado de
proteinas ricas em estruturas do tipo folha-f, com sinal de CD a 216 nm bem definido,
sendo a quantificacédo de tais estruturas, estimadas pelo programa CDNN, de 48 £ 9%.
Resultados de fluorescéncia de ThT corroboram o predominio de estruturas em folha-3
estimados pelos dados de CD. A fluorescéncia de ThT é um teste classico para
identificacdo de fibrilas amildides. Essa sonda aumenta sua intensidade de

fluorescéncia, quando ligada de maneira a ficar intercalada nas folhas-3 das fibrilas
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amiléides (NAIKI et al., 1989). O aumento da fluorescéncia de ThT, ligada as fibrilas
amiléides, ocorre em funcédo do seu dipolo excitavel se alinhar paralelamente ao eixo
dessas estruturas. Essa ligagao ocorre aparentemente através de canais ao longo das
folhas-B, podendo, portanto, a ligagao de ThT variar conforme a disposi¢ao das folhas-f3
(KREBS et al, 2005). Medidas de fluorescéncia, da ThT ligada as fibrilas amildides
maduras de diferentes apomioglobinas (ANEXO B, Figura 4, pag. 196), mostram
espectros coincidentes, sugerindo, em concordancia com os resultados de CD, que n&o
ha diferengas estruturais entre as fibrilas amildides formadas pelas diferentes
apomioglobinas.

Com a finalidade de calcular a afinidade de ligacdo de ThT as fibrilas amiloides,
realizamos a titulacdo de ThT em fung¢do do tempo de formacao de fibrilas amildides,
obtendo, assim, uma constante de dissociagdo (K4s) de ThT que consiste na relagao
entre a ThT dissociada e a ligada as fibrilas amiléides. Observamos que a constante de
dissociagdo de ThT diminuiu gradativamente, sugerindo que ao longo do tempo de
formacgao das fibrilas, a ThT se ligou mais fortemente, ja que quanto menor a Kgis, maior
a afinidade. O decaimento da Kys dos mutantes W7F/W14F e H36Q, comparado com o
observado na proteina selvagem, foi mais acentuado entre as primeiras 130 horas de
indugao de fibrilas amildides. Em vista do discutido acima, pode-se inferir que ao longo
do processo de formacdo das fibrilas amildéides, em razdo do notério aumento da
organizacao das folhas-f, deve ter ocorrido uma melhor interagéo entre a ThT e a fibrila
amildide, o que justifica a diminuigdo da Kgys. A diminuicdo da Kgis corrobora os dados
de cinética da formagao das fibrilas amildides, sendo o menor valor de Kgs observado
no mesmo instante de tempo no qual a fluorescéncia de ThT alcalgou o platé, ou seja,
quando as fibrilas amildides ja haviam completado a sua maturagao.

Postula-se que a formacao de fibrilas amiléides in vitro, dentre outros fatores,
pode ser iniciada em condicdes que estabilizam estruturas parcialmente enoveladas
(SIRANGELDO et al., 2002), propiciando a formagao inicial de agregados que servem de
pontos de nucleagdo para a formagéo daquelas estruturas (FANDRICH et al., 2006). A
sonda bis-ANS é pouco fluorescente em solugcao aquosa, mas apresenta um aumento
no seu rendimento quantico de fluorescéncia quando complexada com estruturas
parcialmente enoveladas (STRYER, 1965), estruturas essas que podem apresentar
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cavidades hidrofébicas nas quais a referida sonda tende a se ligar. Para tanto,
observamos o perfil de ligacdo de bis-ANS em fungdo do tempo de formagado das
fibrilas amiléides. Observamos que houve um acentuado decaimento da fluorescéncia
de bis-ANS ao longo do tempo, sendo esse decaimento muito semelhante para todas
as proteinas. Ao final de 70 horas (~trés dias) de indugdo amiloidogénica, a
fluorescéncia do bis-ANS se igualou aquela observada na auséncia de proteina,
sugerindo, portanto, que ndo haviam mais sitios de ligacdo para o bis-ANS. Esse
resultado vem constatar que ao final de trés dias de indugdo amiloidogénica, as
proteinas, em avangado processo de agregacao/fibrilizagdo, estariam compactadas de
tal maneira a ndo mais apresentarem quaisquer sitios favoraveis a ligagao do bis-ANS.

Medidas de difracdo de raios-X foram realizadas a fim de apresentar dados
conclusivos da morfologia das estruturas tipicas fibrilares. Fibrilas amiloides s&o longas,
nao ramificadas, compostas por folhas-p3 orientadas perpendicularmente ao eixo fibrilar
(PETKOVA et al., 2002). A estrutura quaternaria tipica de uma fibrila é do tipo folha-$8
cruzada antiparalela (GLENNER et al, 1974), como demonstrada na Figura 44 (pag.
150).

Independentemente da cadeia polipeptidica, fibrilas amildides apresentam um
padrao de difragao de raios-X caracteristico, no qual pode-se observar duas reflexdes,
sendo uma centrada aproximadamente em 4,7 A (com poucas variacdes), indicativa da
distancia entre as ligagdes de hidrogénio que ocorrem entre as fitas-p de cada folha-$
(BONAR et al., 1969); e outra mais difusa, centrada aproximadamente em 9,5-11 A,
indicativa da distancia entre as folhas- que compdem a fibrila amildide (SUNDE et al.,
1997), e que pode variar de acordo com a composicdo das cadeias laterais dos
residuos de aminoacidos da proteina (ARNOTT et al., 1967).

As formas fibrilares das apomioglobinas WT, W7F/W14F, H24V/H119F e H36Q,
mostraram padrées de difracdo de raios-X (4,57 + 0,07 A e 9,63 + 0,48 A) como os
descritos anteriormente, confirmando que as estruturas formadas apds a incubag&o no
meio indutor de fibrilas amildides se tratavam realmente de fibrilas amildides,
compostas por folhas-f§ cruzadas. De forma conclusiva, esses resultados demonstram
que a estrutura global das fibrilas amildides, provenientes de diferentes mutantes de

apomioglobinas, sdo muito similares, sendo que esses resultados sao corroborados
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pelos dados espectroscopicos de CD e ThT, das espécies fibrilares citadas

anteriormente.

Eixo de elongagéo da fibrila

&

| s fita-p

Figura 44. Representacao esquematica de um motivo B-cruzado. O
arranjo das fitas- e folhas-f podem variar dependendo da
sequéncia da proteina. Seta vermelha indica a distancia das
fitas-B (= 4,8 A), seta azul a distancia entre folhas-p (10-11 A)
(Adaptado de ESTERAS-CHOPO et al, 2008).

5.4 Energia de ativagao do processo amiloidogénico em apomioglobinas

Com o intuito de aprofundar o conhecimento acerca da dindmica da cinética
amiloidogénica das apomioglobinas, além da andlise temporal da fluorescéncia de ThT,
que nos permitiu calcular a taxa de formacao das fibrilas amildides, analisamos a

cinética de formacao das fibrilas amildides em diferentes temperaturas de algumas
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proteinas (WT, V10F/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMb1.123, B_GHA e
C_GHAB). Para tanto, realizamos a monitoragao da fluorescéncia de ThT a 482 nm e
CD a 216 nm em quatro diferentes temperaturas, 35°C, 45°C, 55°C e 65°C. Medidas de
CD a 216 nm possibilitam monitorar a formagdo de estruturas em folha-B, uma
caracteristica classica das fibrilas amiléides. Para ambos os experimentos, nas variadas
temperaturas, os dados obtidos foram fitados para permitir o calculo de constantes
aparentes (kapp) dos referidos processos, como especificado anteriormente, sendo
essas constantes graficadas na forma de Inkspp x 1/T. Isso feito, da inclinagéo da reta
obtida da regressao linear dos dados desse grafico, obtivemos a energia de ativagao
associada ao processo analisado. Para que uma reagédo ocorra, a energia livre do
sistema deve superar a energia de ativagdo. Sendo assim, quanto menor a energia de
ativacdo, mais rapida € a reagao (LAIDLER, 1987). Nossos resultados mostram que,
em geral, a taxa de fibrilizagdo das apomioglobinas correlaciona bem com o efeito de
cada mutante, sendo que as energias de ativacdo dos dois processos analisados das

referidas proteinas mostraram-se como segue:

W7FW14F<apoMb4.123<H36Q<B_GHA<C_GHAB<WT<V10FM131F<H24VH118F

Os resultados de energia de ativacdo sugerem fortemente que o processo
amiloidogénico das apomioglobinas estudadas se inicia com a reorganizagdo da
estrutura protéica, processo no qual ocorre ganho rapido da quantidade relativa de
folhas-B, achado esse fundamentado pela observacado de que a formagao de folhas-$3
nas apomioglobinas analisadas, atingiram seus maximos em poucas horas (<12 horas).
Apos a formacédo dessas estruturas B, ocorre a formagdo e alongamento da fibrila
amildide através da associagcdo de mondmeros de apomioglobinas, entdo previamente
convertidas em estruturas do tipo folha-B, formando, por fim, estruturas fibrilares
maiores, que apresentam a estrutura basica de folhas-$ cruzadas, como aferido pela
difracdo de raios-X. A sequéncia de eventos do processo amiloidogénico de
apomioglobinas aqui proposta (helices-a. — folhas-p — alongamento — maturacao das
fibrilas), € fundamentada pela observagao do aumento continuo da fluorescéncia de
ThT, por 100-150 horas além das 12 horas iniciais, nas quais o sinal de CD a 216 nm,

especifico de estruturas 3, chegou ao seu maximo, sem sofrer alteragdo, assim,
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indicando que o processo de fibrilizacao continua apés a formagao das estruturas em
folha-f.

5.5 Propriedade de semeadura

Outra propriedade estudada das formas agregadas das apomioglobinas aqui
relatadas foi a capacidade de semeadura das formas pré-fibrilares. Esses estudos
foram realizados para avaliar se a velocidade de formacéo das estruturas fibrilares seria
mais rapida com a presencga de nucleos pré-formados por agregados nao fibrilares, uma
vez que nucleos pré-fibrilares pré-formados (“sementes”) sao conhecidos por
acelerarem a formacgao de fibrilas amildides. Para tanto, monitoramos ao longo do
tempo a massa de fibrila amiléide formada durante a incubacdo de algumas
apomioglobinas com diferentes proporgbes de “sementes”. A formacdo de fibrilas
amiléides de apomioglobinas por semeadura foi realizada utilizando-se duas condigdes:
1% e 5% em massa de agregados pré-fibrilares; nessas condi¢des, comparativamente
a condicdo sem semente, observamos um aumento significativo na velocidade de
formacgao das fibrilas amiléides. Esses resultados demonstram que as “sementes” sdo
realmente amiloidogénicas, capazes de acelerar a formagao das formas fibrilares. Os
experimentos de semeadura foram realizados com as proteinas selvagem e mutantes
V10F/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMb1.123, B_GHA e C_GHAB, dos
quais, nao foi possivel determinar, apés normalizacdo dos dados, efeitos distintos entre
cada mutante quanto a eficiéncia de semeadura dos mesmos. Sabe-se que a
propriedade de semeadura é caracterizada pela eliminagdo da fase lag, em razado da
adicdo de agregados preé-fibrilares (nucleos pré-formados) a solucdo (HARPER e
LANSBURY, 1997). Reporta-se que a formacéo de fibrilas amildides obedece a um
processo tipico de nucleagao, processo esse que apresenta uma fase inicial lag, devido
provavelmente a um processo energeticamente desfavoravel da associacdo das

primeiras cadeias polipeptidicas. Secundariamente, apds a formagdo de um nucleo ou
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agregado oligomérico, a associagdo de outras cadeias passa a ser energeticamente

favoravel, sendo essa fase mais rapida (BADER et al., 2006).

5.6 Citotoxicidade das formas amiloides

Depdésitos de fibrilas amildides em tecidos e 6rgdos sdo comumente associados
a doencas e os efeitos citotdéxicos dessas estruturas em suas diferentes formas sao
amplamente estudados (QAHWASH et al., 2003). Estudos in vitro sugerem que as
fibrilas amiléides sao citotdxicas, tendo sido observado que essas estruturas induzem
morte celular quando adicionadas em culturas celulares (LORENZO et al., 1994).
Outros estudos também mostram que as formas fibrilares intermediarias, presentes
durante o processo de formacgao das fibrilas, sdo ainda mais citotdxicas em culturas de
células, se comparadas com as fibrilas amildides maduras (BUCCIANTINI, et al., 2002;
HARDY e SELKOE, 2002). Portanto, investigamos a citotoxicidade associada as
diferentes formas encontradas durante o processo de formacgao de fibrilas amildides de
apomioglobinas. A forma pré-fibrilar do processo amiloidogénico é geralmente
caracterizada por oligbmeros soluveis, semelhantes a micelas, sendo denominados de
agregados pré-fibrilares. Varios estudos de viabilidade celular com as formas pré-
fibrilares mostram uma grande toxicidade por parte desses agregados, tendo como
justificativa a sua estrutura anelar. De acordo com a hipétese do canal, essa estrutura
insere-se na membrana celular, formando um poro, permeabilizando a mesma, e
portanto, podendo desregular o balango i6nico da célula, despolarizar a membrana,
provocar perda da fungdo mitocondrial, e, por fim, podendo resultar na morte da célula
(KAGAN et al., 2004). Esses agregados preé-fibrilares possuem superficies hidrofébicas
nao-nativas expostas que podem interagir de forma prejudicial com outros componentes
celulares, provocando de alguma maneira a perda da fungdo desses componentes
(POLVERINO DE LAURETO et al., 2003). Para avaliar a citotoxicidade das diferentes
formas de agregados do processo amiloidogénico (fibrilas maduras e formas pré-

fibrilares), utilizamos como modelo celular uma linhagem neuronal denominada de N2A
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(neuroblastoma murino). A viabilidade celular foi avaliada pela capacidade de redugao
do MTT. A redugdo do MTT é um dos métodos mais utilizados na avaliacdo da
citotoxicidade de diversos compostos, devido especialmente a rapidez, simplicidade e
alta reprodutibilidade do método (SUPINO, 1995). O teste se baseia na capacidade de
células viaveis reduzirem um sal tetrazolio soluvel (MTT), num precipitado insoluvel
conhecido como formazan. No processo de redugao, os sais de tetrazolio atravessam a
membrana celular e uma vez dentro do citoplasma, aceitam elétrons de quaisquer
substratos reduzidos, ou de determinadas enzimas. Esse método € comumente
considerado um parametro de viabilidade mitocondrial, devido a preferéncia do MTT em
ser reduzido mediante a acdo catalitica da enzima mitocondrial succinato
desidrogenase (SUPINO, 1995).

Nos experimentos de citotoxicidade, avaliados pela reducdo de MTT, células
N2A foram cultivadas e tratadas como descrito anteriormente, sendo posteriormente
lisadas com HCI e SDS, e os cristais de formazan dissolvidos adequadamente e a
absorbancia da solucido aferida espectrofotometricamente. Avaliamos a citotoxicidade
das formas nativas, pré-fibrilares e fibrilares das apomioglobinas selvagem e mutantes
V10F/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMbi.123, B_GHA e C_GHAB.
Observamos uma acentuada diminuicdo da viabilidade celular nas culturas tratadas
com as formas pré-fibrilares de todas as proteinas estudadas, com diminuicido da
viablidade superior a 40%. A viabilidade das células incubadas com as formas nativas
das proteinas, ficaram proximas ao dos controles.

Apesar dos relatos do teste de reducdo do MTT ser considerado um parametro
de viabilidade mitocondrial, outros estudos desmonstram que a mitocondria ndo tem
esse papel exclusivo na redugcdgo do MTT, ja que outras fragbes subcelulares
importantes (nucleo, microssomos e citosol) também apresentam capacidade de reduzir
o MTT (LIU, 1999). Nossos resultados também mostram que houve uma ligeira
citotoxicidade induzida pelas fibrilas maduras. Esse achado é interessante, tendo-se em
vista que no processo amiloidogénico, as formas pré-fibrilares, com o tempo, vao se
modificando morfologicamente, adquirindo formas mais alongadas, denominadas de
protofilamentos ou protofibrilas, e essas por sua vez se associam para formar as fibrilas

maduras. O grande destaque desse processo de fibrilizagdo se encontra na formagao
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de estruturas grandes e densas o bastante ao ponto dessas se depositarem, em grande
quantidade, sobre tecidos e o6rgaos (HIRSCHIFIELD, 2004); podendo, como
consequéncia da grande massa desses depdsitos protéicos, provocar a ruptura de
orgaos (PEPYS, 1995). Em suma, nossos resultados da avaliagdo da citotoxicidade
induzida pelas diferentes formas dos agregados do processo amiloidogénico,
corroboram com os demais dados da literatura, os quais, em sua maioria, sugerem que
o principal mecanismo de citotoxicidade seja a permeabilizagdo da membrana,

especialmente pelas formas pré-fibrilares (GLABE, 2006).

5.7 Chaperonas moleculares na prevencao da agregacao amiloidogénica

As chaperonas das familias Hsp40 e sHsps tém a capacidade de ligarem
proteinas parcialmente desenoveladas através de interagdes hidrofébicas (RUDIGER et
al., 2001); entretanto, sem promover o renovelamento dos substratos (HASLBECK |,
2002). Por essa raz&do, sdo denominadas de “holdases”. De maneira geral, as
‘holdases” apresentam e transferem as proteinas parcialmente desenoveladas para
outra chaperona do tipo “enovelase”, sendo essas as responsaveis por promover o
renovelamento do substrato (MOGK et al., 2003). Essa relagcao entre as chaperonas
‘holdases” e “enovelases” é precisamente regulada; fator determinante para a alta
eficiéncia no renovelamento dos substratos, sendo que sob condigdes adversas ao
enovelamento, esses substratos permanecem ligados as “holdases”, evitando a
agregacao dos mesmos e, apds as condicdbes normais serem restabelecidas, os
substratos s&o entregues as “enovelases” para o renovelamento (HOFFMANN et al.,
2004). Devido a esse prévio conhecimento, o estudo do papel dessas “holdases” em
nivel funcional e estrutural é de grande interesse no campo biomédico. Constata-se que
sHsps sao bastante expressas em animais com doencas neurodegenerativas (CLARK e
MUCHOWSKI, 2000), podendo essas proteinas serem potenciais alvos terapéuticos
contra tais doencgas, uma vez que os fatores determinantes da funcionalidade das

mesmas sejam estabelecidos. Neste projeto, avaliamos a atividade chaperona de duas
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sHsps de cana-de-agucar (17 e 18) e da Hsp40 (DjA1) humana, no processo de
protecao contra agregacao/fibrilizacdo da apomioglobina W7F/W14F. Observamos que
as trés chaperonas testadas foram capazes de inibir/proteger a agregacao/fibrilizagcao
do mutante W7F/W14F, com maior eficiéncia conforme o aumento da propor¢édo molar
de monémeros de W7F/W14F:Hsp. Comparando-se as duas sHsps de cana-de-acucar,
constatou-se que tiveram a capacidade de prevenir a agregagdao do mutante
WT7F/W14F com eficiéncia muito parecida nas mesmas razdes molares utilizadas. Ao se
comparar a eficiéncia da Hsp40 (DjA1) humana contra as sHsps estudadas, os
resultados mostram que as sHsps previnem em 95% a agregacaoffibrilizacédo da
WT7F/W14F na proporgéao de 1:3 (W7F/W14F:sHsp), sendo esse mesmo efeito obtido
com a Hsp40 (DjA1) humana na proporgcao de 1:2 (W7F/W14F:Hsp40). Sabendo-se
que funcionalmente a Hsp40 (DjA1) humana é dimérica (CHEETHAM e CAPLAN, 1998)
e as sHsps (17 e 18) de cana-de-agucar sao dodecameros (TIROLI e RAMOS, 2007), e
considerando-se que nos experimentos de atividade chaperona, a razao
W7F/W14F:Hsp relaciona-se estequiometricamente ao estado monomérico das
proteinas, conclui-se que a Hsp40 (DjA1) humana é bem mais eficiente do que as

sHsps avaliadas neste projeto.

5.8 Dissociacao de fibrilas amiléides por acao da uréia

Fibrilas amildides maduras sao geralmente consideradas como agregados
extremamente organizados, com compacticidade semelhante ou até mesmo superior ao
encontrado em cristais de proteinas, além de serem resistentes as proteases e agentes
desnaturantes, tais como uréia e cloreto de guanidina (ZHOU et al., 1996; GUO e
AKHREMITCHEV, 2008). Com a finalidade de testar a estabilidade das fibrilas
amildides de apomioglobinas, realizamos experimentos de dissociagao induzida por
uréia dessas estruturas em duas condi¢cdes de pH. No protocolo amiloidogénico
utilizado neste projeto, o pH 9 do meio indutor de fibrilas amildides € muito proximo do
ponto isoelétrico (= 9) das apomioglobinas, favorecendo o processo de agregacéo. Nos
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experimentos de dissociagdo induzidos por uréia, utilizamos duas condi¢cbes de pH (7 e
6) abaixo do pH 9. O experimento em pH 7 foi escolhido para testar o efeito dissociativo
da uréia contra fibrilas amildides ja formadas e ambientadas em condigdes fisiologicas,
mais especificamente, para avaliar o modelo de fibrila amiléide do mutante W7F/W14F,
mutante esse que forma fibrila amiléide na condicdo de neutralidade (pH 7), (ao
contrario das demais apomioglobinas estudadas que foram induzidas a fibrilas
amildides em pH 9). A segunda condi¢cdo (pH 6) utilizada foi escolhida para avaliar o
efeito de um fator adicional para desestabilizar as proteinas, mais especificamente,
para proporcionar a protonagado do grupo imidazdlico das histinas (12 na selvagem e
W7F/W14F, 11 na H36Q e 10 no H24V/H119F) presentes nas proteinas. Nessa
condi¢cdo, ocorre a repulsao de cargas, otimizando uma possivel desestabilizagdo do
agregado amiléide. Nossos resultados mostram que houve uma ligeira diferenga do
efeito dissociativo da uréia nas duas condi¢gdes de pH, sendo também observado que
as fibrilas formadas pelos mutantes W7F/W14F e H36Q, se mostraram mais resistentes
se comparados com a proteina selvagem, enquanto o mutante H24V/H119F foi
ligeiramente menos resistente. Os dados apresentados séo referentes a 24 horas de
incubagdo com uréia, sendo, entretanto, observado que mesmo ao se prolongar o
tempo de exposicdo das fibrilas a ureia até = 60 horas, ndo foram observadas
diferengas do efeito dissociativo da uréia nesses dois tempos. Com base nesses
resultados, e com o prévio conhecimento que experimentos de dissociacdo reportam
diretamente a estabilidade de complexos formados, realgamos a grande utilidade
desses experimentos para avaliar a diferenca de estabilidade de fibrilas amildides

provenientes de diferentes proteinas.
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6 RESUMO DOS RESULTADOS

e Apomioglobinas de baleia foram devidamente expressas em linhagem de E. coli
BL21(DE3), transformadas com vetor pET-T(7) e purificadas por métodos bem

estabelecidos;

e Sete (VIOF/M131F, H24V/H119F, H36Q, W7F/W14F, apoMbi.123, B_GHA e
C_GHAB) dos 19 mutantes de apomioglobina de baleia apresentaram cinética de
agregacaoffibrilizagao amilodide, significativamente diferente da observada na proteina

selvagem;

e Em geral, a alteragdo da cinética amiloidogénica em apomioglobinas de baleia
se mostrou bem correlacionada com os mutantes que afetam a estabilidade do estado
nativo, tendo sido observado aumento nos que desestabilizam e diminuicdo nos que

estabilizam;

e Anadlises por difracdo de raios-X, fluorescéncia de ThT e dicroismo circular,
mostraram que ndo existem diferengas nas estruturas globais das fibrilas amilodides

formadas pelos varios mutantes;

e As diferentes formas amildides agregadas, encontradas durante o processo
amiloidogénico, apresentaram citotoxicidade diferenciada frente a um conceituado

modelo celular, sendo as formas pré-fibrilares as mais citotoxicas;

e Formas amildides pré-fibrilares, utilizadas como sementes, mostraram

consideravel capacidade de acelerar o processo amiloidogénico;

e Fibrilas amiléides maduras se mostraram bem resistentes frente a dissociagao

induzida por uréia;

e Trés modelos de chaperonas moleculares foram eficientes na prevencédo da

agregacéaof/fibrilizagdo do mutante W7F/W14F.
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7 CONCLUSOES

As apomioglobinas aqui estudadas, em condi¢des apropriadas, se mostraram
capazes de formar fibrilas amildides com as mesmas propriedades das demais

amildides relacionadas as doengas amiloidogénicas reportadas em humanos;

As fibrilas formadas pelas apomioglobinas selvagem e mutantes pontuais,
apresentaram estruturas indistinguiveis entre si; esse achado apoia a hipotese
de que, pelo menos para mutagdes sitio-dirigidas, fibrilas amildides ricas em

estruturas 3 sdo estruturalmente idénticas;

Considerando nosso estudo das fibrilas amildides maduras, constatamos que
mutacdes que facilitam ou inibam o desenovelamento parcial de uma proteina,
aparentemente ndo afetam a estrutura final da fibrila amildide
formada; entretanto, pode ser possivel que os estados pré-amildéides de uma
proteina selvagem e seus mutantes sejam estruturalmente distintos, ou até
mesmo que 0s processos de formacdo de suas amildides difiram umas das

outras.
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Circular Dichroism (CD) is a spectroscopic technique widely used for the evaluation of the
conformation and stability of proteins in several environmental conditions like temperature, ionic
strength, and presence of solutes or small molecules. Circular Dichroism spectroscopy is non-
destructive, relatively easy to operate, requires small amount of sample and few data collection.
Additionally, data analyses are fast. Chiefly because of the advantages associated with the technique,
CD is present in almost all laboratories involved with protein analysis even though it mainly provides
low resolution information when compared with other techniques. However, this technique is
sometimes not well appreciated due to some over or misinterpretation while relating Circular Dichroism
with structure. Here we present important principles and other valuable tips to help experimentalists

with the analysis and interpretation of CD data.

Key words: Circular dichroism, protein folding, protein stability, spectroscopy.

INTRODUCTION
Historical view and basic principles

Many macromolecules have molecular asymmetry, that
is, its structure is not superimposable on its mirror image.
In 1848, Louis Pasteur discovered that crystals can be
classified according to their optical activity whether they
rotate light clockwise (right) or anticlockwise (left). The
discovery of this phenomenon, also known as chirality
was very important because for the first time molecules
were showed to be three-dimensional entities since two-
dimensional structures are incapable of showing such
phenomenon. CD uses a source of circulardy polarized
light, in which the vector oscillates rotationally to the right
or to the left, forming a helix around the axis of propaga-
tion. To compare, when light is depolarized the electro-
magnetic vector oscillates in any direction perpendicular
to the direction of propagation and when light is linearly

*Corresponding author. E-mail: cramos@igm.unicamp.br. Tel.:
55-19-3521-3144, fax: 55-19-3521-3023.

Abbreviations: Mb; Myoglobin, WT; wild-type, TFE;
trifluoroethanol, CD; circular dichroism [8]; mean residue
molar ellipticity, A; absorbance and UV; ultraviolet.

polarized in a plan the vector oscillates on a single plane
in the direction of propagation.

To understand circular dichroism, as any spectroscopic
method, it is important to be familiar with the Beer-Lam-
bert law (Schellman, 1975). Briefly, a beam of light with
intensity |, passing thru a sample is absorbed and conti-
nues its trajectory with intensity 1. Absorbance A at a de-
termined wavelength is:

A=logio (lo/ 1) (1)

A is related to physical-chemical properties of the
sample:

A=exIx C
(@)

Where e is the molar extinction coefficient (an intrinsic
property of the molecule) in M™".cm™, Iis the optical path-
length in cm, and C is concentration in M.

Chirality, a property of molecules related to the struc-
tural conformation, is studied mainly by two methods.
One is polarimetry, in which the sample is analyzed by Ii-
nearly polarized monochromatic light. Sample optically
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Figure 1. Three-dimensional structure of sperm
whale myoglobin. Myoglobin is an all a-helical protein
involved in oxygen transport. It has 8 a-helices
named A to H. The helices are shown as cartoon and
the heme group as stick. The figure was created
using the software Pymol (Delano Scientific LLC) and
an Mb structure from PDB (2JHO).

active rotate the plane of the light and the angle of rota-
tion, « (in milidegrees), is measured. The polarimetry also
follows Beer-Lambert law:

[o]=axIxC (3)
Where [a] is the specific rotation. In this case data can
also be measured as a function of the spectrum, and this
method is known as optical rotatory dispersion or ORD.
The other method is Gircular Dichroism in which circu-
larly polarized light both to the left and to the right, pass
through a sample and the difference in absorption of the
components of left and right is measured. An optically ac-
tive sample will absorb differently left and right circularly
polarized light, also obeying the Beer-Lambert law:

A=A -Ag=g xIXC-egxIxC=LlexIxC (4)

Where L is leftand R is right. The difference in absorption
results in a true light which is elliptically polarized and its
angle, named ¥ and usually represented by 8, is mea-
sured as milidegrees. Elipticity and absorption are related
by the equations:

s (5)
32980
2 =

g 2303 (A -Ag) (6)

41

For more detailed reviews on the principles of circular di-
chroism see Johnson (1985), Kuwajima (1995), Kolowski
et al. (2000) and references therein.

CD and proteins: Principles

Circular Dichroism is chiefly used for the study of the se-
condary structure of proteins, although it can also be
used to study the conformation of peptides and nucleic
acids (Johnson, 1985; Woody. 1995; Woody. 1996). This
technique is widely used because requires low sample
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concentration (1 - 10 mg/ml), allows the study in a wide
range of variables (temperature, pH, etc) and gives infor-
mation on the effect of added ligands. For proteins the re-
sults are usually expressed as the mean residue molar
ellipticity, [6]:

&= 100 x M
Cxlxn

(@] = (7)

Where 8 is the ellipticity in degrees, [ is the optical path in
cm, C is the concentration in mg/ml, M is the molecular
mass and nis in the number of residues in the protein.
The mean residue molar ellipticity [8] is given in
deg.cm®.dmol”’. Such standardization allows independent
comparison with results obtained from different batches
of samples or from measurements taken in different labo-
ratories or using different spectropolarimeters.

As an example to illustrate the above we can use the
propetrties of sperm whale myoglobin (Figure 1), an all a-
helical protein involved in oxygen transport. Usually, 1 mi-
cromolar (~ 17 mg/l) of the holoprotein (153 residues,
~17 kDa) in a cell of 1 cm gives -38 milidegrees at 222
nm (Ramos et al., 1999; Ribeiro-Jr and Ramos, 2004).
Using Equation 7:

[6]22 = (-0.038 x 100 x 17,000)/ (0.017 x 1 x 153) = -
24,840 deg.cm®.dmol ™.

The same approach can be used to calculate [8] for other
wavelengths generating [B] for an entire spectrum. Also
very important, CD is a nondestructive method and often
used to study protein folding and the processes of pro-
tein-protein interaction and protein-DNA interaction
(Johnson, 1985; Sprecher et al., 1979).

Protein structure
Secondary structure

CD probes the secondary structure of proteins because
the peptide bond is asymmetric and molecules without a
plan of symmetry show the phenomenon of circular di-
chroism. The amide chromophore of the peptide bond do-
minates the CD spectra of proteins below 250 nm.
Amides have 2 electronic transitions of low energy that
are well characterized with transitions n—m* and 1"
showing circular dichroism at 215 - 230 nm and 185 - 200
nm, respectively (Woody, 1995; Woody, 1996; Woody
and Koslowski, 2002). These two transitions dominate
the phenomenon of circular dichroism at far-UV (<240
nm). The transition n—T* is electrically prohibited but is
magnetically permitted, being primarily responsible for
the negative bands at 222 nm, characteristic of the a-he-
lix spectrum, and 216 - 218 nm, characteristic of the B-
sheet spectrum. The transition y—T" is primarily res-
ponsible for the positive band at ~190 nm and the nega-
tive band at 208 nm, characteristic of the a-helix spec-
trum, and for the positive band at ~198 nm, characteristic
of the B-sheet spectrum.
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Figure 2. Characteristic far-UV CD spectra for
an all-u-helix, an all-}-sheet and a random cail
pro-tein. The spectrum for an all-a-helix protein
(Alpha) has two negative bands of similar
magni-tude at 222 and 208 nm, and a positive
band at ~ 190 nm. The spectrum for an all -
sheet protein (Beta) has in general a negative
band between 210-220 nm and a positive band
between 195 - 200 nm. The spectrum for a
disorderly (random) protein has a negative
band of great magnitude at around 200 nm.

In conventional CD instruments a far-UV spectrum is
collected from 180 to 250 nm when well-behaved sam-
ples are used. However, further information is available in
the vacuum UV region (<180 nm) which can be collected
using synchrotron radiation CD, or SRCD. This is not dis-
cussed here and there are many good reviews in this
area (W allace and Janes, 2001).

Figure 2 shows characteristic far-UV CD spectra for an
all-a-helix, an all-B-sheet and a random coil protein. In a
typical CD spectrum, the absence of signal means ab-
sence of circular dichroism, a negative signal means ab-
sorption of left circularly polarized light, and a positive
signal means absorption of right circularly polarized light.
The spectrum for an all-a-helical protein has two negative
bands of similar magnitude at 222 and 208 nm, and a po-
sitive band at ~ 190 nm (Figure 2). The band at 222 nm is
related to the strong hydrogen-bonding environment of a-
helices and is relatively independent of their length. The
spectrum for an all B-sheet protein has, in general, a
negative band between 210 - 220 nm and a positive band
between 195 - 200 nm (Figure 2). Spectra for B-sheet
proteins are more diverse than those for a-helical pro-
teins because B-sheets may be present at parallel, anti-
parallel, or mixed conformations, and can be twisted in
many ways. The spectrum for a disorderly (random coil)
protein has a negative band of great magnitude at around
200 nm (Figure 2).

Tertiary structure

Aromatic residues (tryptophan, tyrosine and phenylala-
nine) can also exhibit circular dichroism with m,—m* ab-

sorption at between 250 and 300 nm. Although the aro-
matic residues contribute mainly to the near-UV (> 250
nm) they also contribute to the far-UV spectia of a pro-
tein. In general the contribution is very small but when the
content of these residues is very high the estimation of
secondary structure is complicated. Dissulfide bonds also
have circular dichroism related to a transition n—a* at ap-
proximately 260 nm. Generally, the peak for a disulfide
bond is wider than that for an aromatic residue.

Secondary structure prediction

One of the main applications of CD for the study of pro-
teins is the estimation of secondary structure of proteins.
There is an intense progress in cloning and purification
techniques that allows the production of a large number
of proteins. However, due to present technical difficulties,
structural information at high resolution from X-ray dif-
fraction or nuclear magnetic resonance is sometimes dif-
ficult or even impossible. Obviously, CD cannot compete
with these techniques to provide details about the struc-
ture of a protein, but can give a very good estimation of
the fraction of the residues in the structure which are in-
volved in a-helix, B-sheet or disorderly formation. This is
extremely useful when information about the structure at
high resolution does not exist. And even when such infor-
mation exists CD gives important additional information
about the effect of temperature (Hilario et al, 2005;
Ribeiro-Jr and Ramos, 2005; Balan et al., 2006), pd (Ra-
mos, 2004; Ribeiro-Jr and Ramos, 2004), charge (Ramos
et al., 1999; Regis et al., 2005), ligands (Balan et al.,
2005; Ribeiro-Jr and Ramos, 2005; Balan et al., 2006;
Borges and Ramos, 2006; Ramos et al., 2007), etc., in
the secondary structure.

Many methods have been developed to predict the se-
condary structure of a protein from its CD spectrum
based on its primary sequence using statistical and/or
physical-chemical information. In general, the fractional
helicity, fH, or the mole fraction of helical backbone «-
carbons within the peptide or protein, is usually calculate-
ed as proportional to the experimental molar residue elip-
ticity at 222 nm, [0]..2 (Marqusee and Baldwin, 1987).

One of the simplest methods, and yet fairly reliable, for
estimating the quantity of o-helix is the evaluation of the
signal at 222 nm using one or both of the following equa-
tions:

fH = ([8]z22 — 3,000)/(-36,000 — 3,000)
al.,, 1973)

[0]220 = (fH = IK/N) [6]iax

where [0]z is the mean molar residual elipticity at 222
nm (in deg,cmz.dm0|'1), /H is the fractional helicity (in %),
iis the number of helices in the protein, Kis a constant at
ellipticity when 100% of the structure is a-helical. [B].y is
equal to -34,686 deg.cm’.dmol’ and thus this value
would be the theoretical maximum for an all a-helical pro-

(8) (Morriset et

(9) (Chen et al., 1974)
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Table 1. Some free programs on the web for secondary structure prediction.

Program Web address Reference
CONTIN-CD http://s-provencher.com/pages/contin-cd.shtml Provencher and Gléckner (1981)
SELCON hitp://srs.dl.ac.uk/VVUV/CD/selcon.html Sreerama and Woody (1994a, 1994b)
DICHROWEB  hitp://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html Whitmore and Wallace (2004; 2008)
DICROPROT  hitp://dicroprot-pbil.ibep.fr/ Deleage and Geourjon (1993)
KaD2 http:/f'www.ogic.ca/projects/k2d2/ Perez-Iratxeta and Andrade-Navarro (2008)

tein. Such information is useful to compare with the ob-
tained experimental result. For example, if the result is
much larger than that or equal to that when previous in-
formation point that the conformation of the protein
should not be 100% helical, the calculation pre-experi-
mental setups needs serious revision. Additional and va-
luable information is that the prediction of maximum value
for a 100% pB-sheet protein from its CD signal between
215 - 220 nm is around -20,000 deg.cm®.dmol .

In addition to the aforementioned, Greenfield and Fas-
man (1969) showed that both p-sheet and random coil
would have low ellipticity at 208 nm of about -4,000
deg.cm®.dmol’ whereas a a-helix would have a maxi-
mum at 208 nm equal to approximately -33,000
deg.cm®.dmol’. Therefore, they suggested that an appro-
ximated estimation of the a-helical content may be made

from [Blae. the mean molar residual elipticity in
deg.cm®.dmol” at 208 nm:
fH=([6]20s—4,000)/(-33,000— 4,000) (10)

There are other methods that use the whole spectrum of
a protein to predict its secondary structure content. These
methods establish statistical methods that use combina-
tions of linear far-UV spectra based on reference proteins
with known tertiary structure. However, careful analysis is
needed in the evaluation because some uncertainty may
arise from the fact that the circular dichroism of a protein
depends not only on the guantities of structure, but also
on the extension of the chain. Other programs, which use
non-linear methods, have been created to try to improve
the quality of prediction.

Table 1 shows a list of some programs used to predict
the structure of a protein and which are available on the
web. A wise strategy is to combine different programs for
reaching greater confidence. Additional information can
be found in (Greenfield, 2006). It is also important to em-
phasize those errors in calculating the concentration of
the protein leading to errors of the same magnitude or
even higher in predicting the structure.

Experimental parameters
Buffer choice

Ideally proteins should be diluted in pure water or at least in 10 mM
phosphate, however many proteins are not soluble at these condi-

tions requiring the presence of additives. Anyway, buffers used to
dilute proteins should be as transparent as possible since infor-
mation on secondary structure is obtained at wavelengths below
240 nm, in which many butfers absorb light. Therefore, the chemical
reagents used in the preparation of buffers must be of excellent
quality, without impurities that could scatter light. If necessary, buf-
fers should be filtered to remove particles.

The indication of absorption of light is given by the dynode vol-
tage module (in volts, V), which measures the response of the pho-
tomultiplier during the measurement and is an indicator of the quan-
tity of photons that are not absorbed or are scattered by the sam-
ple. The higher the amount recorded, the greater the absorption or
the scattering. A high absorption causes an increase in noise and
consequently increases the errors of elipticity measurement. In ge-
neral, the acceptable limit for reliable reading is 600 V, but acquisi-
tions of up to 700 V are acceptable provided that the number of
spectra collection and accumulation is highly enough to reduce the
noise generated by absorption. It is advisable not to perform read-
ings with voltage above 700 V as this may cause damage to the
unit. The use of cells with thinner pathlengths decreases the num-
ber of photons that the sample is able to absorb. By using the Beer-
Lambert law (Equation 2) one can vary the concentration of sample
and the length of the optical path in order to optimize the measure-
ment.

Table 2 presents the voltage obtained in a circular dichroism
espectropolarimeter Jasco, model J-810, with a lamp with approxi-
mately 400 h of use, for a series of solutions (no protein). Since the
effect is cumulative and the protein will also contribute to the signal,
the Table presents the lowest wavelength to achieve about 400 V in
each condition. Reagents of high quality were used and readings
were taken in cells of 10 and 1 mm (indicated in the Table). Additio-
nally, solutions of NaClO,, NaF or KF, at 10 mM, are virtually trans-
parent at wavelengths down to 170 nm when using a 1 mm cell
(Schmid, 1997). Further information can be found elsewhere
(Greenfield, 2006; Kelly et al., 2005).

Protein concentration

The circular dichroism (CD) spectrum of a protein depends on both
its conformation and concentration. Equation 7 {above) shows that
the mean residue molar ellipticity depends on the optical pathlength
(which is known), on the protein concentration (which must be
known with great accuracy), and on the degree of protein second-
dary structure (which can be altered by mis-folding, physical-chemi-
cal properties of the solution, drastic mutation, etc). An accurate
measurement of concentration is fundamental for the prediction of
secondary structure. Errors in the order of 10% in the concentration
measurement will give the same factor of error in the structure pre-
diction, such as, for instance, assigning -sheet structure to an all
a-helical protein.

Protein concentration is also an important parameter to reach the
best signal to noise ratio. As a rough approximation for protein con-
centration start by using 0.1% (w/v) for 0.1 mm pathlength and
0.01% (w/v) for 1 mm pathlength (Schmid, 1997). Of course, the va-
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Table 2. The lowest wavelength (cut off) to avoid absorbance higher than 400V for a series of solutions (no protein). The
measurements were done using 10 mm and 1 mm pathlength cells as indicated. The effect is cumulative.

Buffer Concentration (mM)  Wavelength (10 mm Cell)  Wavelength (1 mm Cell)
Sodium phosphate 20 205 190
100 208 200
Sodium acetate 10 208 190
50 - 200
Tris-Cl 10 212 200
20 216 208
HEPES 10 220 208
NaCl 50 205 200
Na;SO0. 20 - 210
Beta-mercaptoethanol 1 212 200
Ditiothreitol 1 222 205
Glicerol (5%) 208 -
(10%) - 200
Guanidinium chloride 1000 212 -
6000 - 212
Urea 2000 222 -

lues may vary depending on the folding state of the protein but it
may work as a good set up for initial measurements.

Among the most common methods to determine the concen-
tration of proteins is the reliable method of Edelhoch (Gill and von
Hippel, 1989; Pace et al., 1995; Ramos, 2004), which was esta-
blished in 1967 and has the name of its inventor. Other methods,
such as biuret and its derivatives, weighing and analysis of amino
acids can result in errors in the order of 10%. For a discussion
about several methods for determination of protein concentration
for CD experiments (Kelly et al., 2005).

Basically, the method of Edelhoch uses the absorption, as mea-
sured by conventional spectrometer, of aromatic residues in the re-
gion between 270 -300 nm, assuming they are completely exposed
when in 20 mM sodium acetate pH 6.5 and 6.0 M guanidinium chlo-
ride (Edelhoch, 1967). For better results a solution of 25 mM so-
dium acetate pH 6.5 and 7.2 mM guanidinium chloride (Edelhoch
solution) 1s used in a proportion of 5:1 to dilute the buffer (blank)
and the samples. Duplicates of each sample and several protein
dilutions will also help the confidence in the result. At 280 nm the
£280 for tryptophan is 5,690 M".cm™, the 280 for tyrosine is 1,280
M™.cm™ and the £280 for cystine is 120 M".cm™. Therefore, the ab-
sorption of a protein at 280 nm (£280) under the conditions of buffer
described above will be:
€280 [M.om™] = nTrp x 5,400 + nTyr x 1,280 + nSS x 120 (11)
Where;
nis the number of residues,

S8 means a disulfide bridge (cystine).

It is worth mentioning that the most reliable data are obtained using
absorption from 0.1 to 0.9, in which the signal to noise ratio S/N will
be optimum. Dilutions should be used, if necessary, to work in this
range of absorbance. Measuring at least duplicates is also very im-
portant. The stability of the spectrophotometer used for concen-
tration calculations should be examined periodically. The absor-
bance scale can be calibrated with a solution of 0.04 mg/ml of po-
tassium chromate in 0.05 M KOH at 25°C. The absorbance of the
solution in a 1 cm cell should be 0.633, 0.712, 0.149, 0,987 and
0.124 at wavelengths of 260, 280, 300, 370 and 420 nm, respec-
tively (Schmid, 1997).

When using the Edelhoch method it is advisable to check for
possible contamination with nucleic acids that also absorb at the far
ultraviolet. See Ribeiro and Ramos (2004) for a method to separate
nucleic acids from a protein sample and an example of how inaccu-
racies in the measurement of concentration can cause misleading
interpretations on the structure of proteins.

There are several interesting methods that can give decent esti-
mates of protein secondary structure content from circular di-
chroism (CD) spectra without any prior knowledge of sample con-
centration (Holtzer and Holtzer, 1992; McPhie, 2001; Raussens et
al., 2003). However, the success of these approaches are less than
that for currently available methods, but their simplicity and the fact
that the concentration is not needed may be very attractive for the
study of proteins and peptides for which an accurate concentration
is not always available,

Other tips to improve measurement

Another important measurement is that of the absorption of the
sample at the wavelength of interest prior CD experiments. The op-
timum absorbance is 0.87 because this gives the maximum signal
to noise ratio. Absorbances higher than 1.2 should be avoided. See
Kelly et al. (2005) for absorbance values of a protein solution of 1
mg/ml in a cell of 1 cm pathlength at various wavelengths in the UV.
Constant flow of nitrogen should be used, usually 3 Umin for mea-
surements at 260 nm, 5 L/min at 200 - 260 nm, 10 L/min at 180 -
200 nm, 50 L/'min at 180 nm. The lamp should be let on for at least
30 min, however 60 min is the ideal total time, before measure-
ments. The standard D(+)-camphorsulfonic acid is used for the cali-
bration of the instrument: the concentration of 0.6 mg/ml gives an
absorption of 188 milidegrees at 290.5 nm in a 1 cm cell and -38
milidegrees at 192.5 nm in a 1 mm cell. D(-)-pantolactone is also a
good standard for the UV region and a 0.03% aqueous solution
should give a signal of -186 milidegrees at 219 nmin a 1 cm path-
length cell. Some instrumental settings are important to reduce the
signal to noise ratio. The slit width, which controls the spectral
bandwidth should be as large as possible but not too large or the
band will be distorted. A series of survey spectra with successively
larger slit settings will help to determine the largest slit before a
decrease in the measured absorbance. Additionally, signal to noise
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Figure 3. Eliipticity at 222 nm as a function of
increased TFE concentration for apomyoglobin.
Circular dichroism measurements were recorded using
a Jasco J-810 spectropolari-meter with 10 mm path-
length cell. The signal at 222 nm was measured and
each point shown is the average of at least 3 inde-
pendent measure-ments.

level is proportional to the square root of the integration time, thus
the simplest way to improve spectra quality is increasing the res-
ponse time. However, in this case the speed of reading needs to be
reduced to avoid distortions in the spectrum. For that, the speed of
reading multiplied by the response time must be less than 0.33 nm
(that is, for a speed of 200 nm/min the response time has to be less
than 0.1 s and for a speed of 50 nm/min less than 0.4 s).

Another way to reduce noise is by accumulating readings. In this
case, to improve the signal to noise ratio by a factor X, the accumu-
lation time will be X2 The type of solvent, the concentration of the
sample and the optical pathlength can also be changed to improve
the quality of the measured spectrum. We may suggest initial mea-
surement parameters for protein analysis: spectral bandwidth of 2
nm for the far-UV region and 1 nm for the near-UV region; response
time of 1 s; and scanning speed of 20 nm/min. Accumulation should
be as many as necessary and spectrum should start in a wave-
length in which no CD signal is present and should end up where
HT is about 700 v. Sample should be run before buffer baseline
since the exactly same parameters are used to better optimize the
subtraction.

Cells should be made of quartz (because the readings are in the
ultraviolet wavelength). Cells should be handled with gloves. Good
quality cells are almost totally transparent and a measurement of
the empty cell should give the same measurement than the empty
sample holder (just air). Cells can be cleaned with ethanol or orga-
nic solvent such as acetone, but every residue must be washed up,
and there are also specific commercial detergents for cleaning. In
some cases it will be necessary to maintain the cell at 50% nitric
acid for several hours to remove proteins sticking to the quartz
(Ramos, 1999).

CD devices available in the market are mainly from four com-
panies: Jasco (httpZ/www.jascoinc.com), Aviv (http//www.avivbio
medical.com), Applied Photophysics (http/www.photophysics.com)
and Ollis (httpz/Avww.olisweb.com). It is easy to find them on the
web and to get information on their spectropolarimeters and acces-
sories.
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Protein conformational changes
Additives for increasing secondary structure propensity

Some additives are often used to increase the propensity of certain
polypeptides to form secondary structure. They are trifluoretancl
(TFE), hexafluorcisopropanol, ethylene glycol, glycerol and others.
Among these, the most widely used is TFE (Buck, 1998). Figure 3
shows the effect of increasing concentration of TFE on the [6]z22 of
the apo form of sperm whale myoglobin. Apomyoglobin is myoglo-
bin without the heme group and in this form its [8]z2; decreases from
about -25,000 (holo form) to -19,000 deg.cm”.dmol™ (Ramos et al.,
1999). It is a well studied monomeric protein with eight «-helices
which has been cloned and purified (Springer and Sligar, 1987;
Ribeiro-Jr et al., 2003; Ribeiro-Jr and Ramos, 2004). nmR studies
(Eliezer et al., 1998) showed that apomyoglobin is structurally simi-
lar to myoglobin, except for an unfolded F helix (Figure 1). The ad-
dition of TFE increases the amount of secondary structure of
apoMb (Figure 3) probably by enhancing the helical conformation of
helix F. Although TFE is often used at high concentrations (up to
100%) for the study of peptides (Mares-Guia et al., 2007), the same
procedure is not advised for proteins. Previous results have shown
that concentrations much larger than 10% affect the tertiary struc-
ture of a protein and therefere its native state. Small viscogenic co-
solvents alter protein stability (Timasheff, 1993). Ramos et al.
(2007) have used far- and near-UV CD to test the effect of a series
of small viscogenic cosolvents on the stability and structure of apo-
myoglobin at pH 4.2. The solvents were sucrose, glycerol, sarco-
sine and trimethylamine N-oxide (TMAO) from 0.25 to 2.1 M. Firstly,
the effect of increasing concentration of sucrose on the far- and
near-UV spectra was analyzed showing an increase in the amount
of CD signal at the whole spectrum. The effect of the viscogenic co-
solvent was specific on secondary structure since no effects on ter-
tiary structure were detected by the investigation of 1 H one-dimen-
sional nmR spectra (Ramos et al., 2007). Secondly, the effect on
stability was investigated by following the urea-induced unfolding of
the protein using [6]z0s to probe the conformation. Small viscogenic
cosolvents increase the stability of apoMb pH 4 intermediate rela-
tive to the urea-induced unfolded form (Ramos et al., 2007). Since
apomyoglobin at pH 4.2 is an intermediate, that is, a partially un-
folded protein, viscogenic cosolvents can be used to stabilize pro-
tein preparations that are partially unfolded.

Isodichroic point

The isodichroic or isobestic point is the wavelength where the molar
absorptivity is the same for two (or more) protein spectra (Johnson,
1988; Woody, 1996). For any peptide that exhibits an additive or
temperature-dependent multiple CD spectra with an isodichroic
point at 203 nm, fractional helicity is conventionally calculated as
proportional to the value of [B]z22. An isodichroic point near 203 nm
in the CD spectra of peptides or proteins has been the standard test
for a local two-state dichroic model that is applied to ellipticities at
neighboring wavelengths. As noted by Holtzer and Holtzer (1992),
for either e-helical dimeric coiled coil proteins or a variety of helical
peptides, a consistent ellipticity [#]zs of —13,000 to —17,000
deg.cm?.dmol' is observed. Therefore these authors propose its
use as a convenient monitor of peptide concentration.

A 203 nm isodichroic point is often taken to validate a global two-
state helix-coil ellipticity model that extends to 222 nm (Gans et al.,
1991; Nelson et al., 1986). However, Wallimann et al. (2003) re-
mind us that a CD spectrum sums local ellipticity contributions, and
the existence of an isodichroic point at short wavelength does not
rule out contributions of local dichroic chromophores that signify-
cantly perturb ellipticity only at longer wavelengths. Therefore,
sometimes a more rigorous test of the two-state model is needed
(Wallimann et al., 2003).
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Figure 4. Circular dichroism spectra of apo and holo Myoglobin (Mb) as a function of concentration and pH for
inspection of the isodichroic point. Circular dichroism measurements were recorded using a Jasco J-810
spectropolarimeter with 1 or 10 mm pathlength cell. Each spectrum was accumulated at least 16 times at
room temperature. Dashed lines in the background are used to facilitate visualization. A and B Far-UV CD
spectra of WT apoMb at concentrations of 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00 and 2.50 uM. The isodichoric point is at
about 201.5 nm with no absorption of circular polarized light. C and D Far-UV CD spectra of WT holoMb at pH
7.8 and apoMb at pHs 7.8, 4.0 and 2.6. The isodichoric point is at 204-205 nm with absorption of about -
12,500 deg.cm®.dmol”. B and D are zoomed from A and C.

The isodichroic point of native myoglobin, both in the holo and in
the apo forms, at several concentrations differ both in the magni-
tude and in the wavelength from the spectra of the same protein at
conditions known to cause conformational changes. Apomyoglobin
maintains a folded structure at neutral pH, forms an intermediate at
pH 4.2 and is almost completely unfolded at acidic pH (Jamin,
2005). The isodichroic point for the apoMb spectra as a function of
increased concentration from 1 to 2.5 uM occurred at about 201.5
nm, with almost no absorption of circular polarized light (about 0
millidegree) (Figure 4A and B). On the other hand, native, interme-
diate and acidified apoMb have an isodichroic point at about 204 -
205 nm, with considerable absorption of circularly polarized light.
When apoMb lost its native structure during pH unfolding, the CD
spectra showed an isodichroic point at about 205 nm with an absor-
ption of circular polarized light of about —12,500 deg.cm?®.dmol’
(Figure 4C and D). The same was verified for holoMb, which gained
structure upon heme binding with isodichroic point at about 204 nm
and [6] of about —12,500 deg.cm?.dmol” (Figure 4C and D). To sum
up, for a-helical proteins multiple spectra with decrease in concen-
tration has isodichroic point at around 201 nm, with nearly no ab-
sorption of circular polarized light. The isodichroic point for a
change in secondary structure conformation occurs at a different
wavelength (near 205 nm) from the isodichroic point for a decrease
in concentration, and there is absorption of circularly polarized light.

Potential applications for isodichroic analyses are:

i.) Researches working with proteins sometimes found that different
preparations of the same protein have CD spectra that do not
match each other. Usually the mismatch is caused by technical diffi-
culties to measure the precise concentration of the protein. How-
ever, a correct diagnosis is crucial because spectra mismatch may
be caused by modifications in the conformation of the protein and
further, sometimes extensive, studies will be necessary to correct
this problem. Concentration miscalculation were easily correct by
using a spectroscopic method that relies on the absorbance of Trp
and Tyr residues of proteins unfolded by high amount of denaturant
and the mismatched CD spectra ‘phenomenon’ disappeared. As
aforementioned the normalized spectrum depends chiefly on pro-
tein concentration.

ii.) The effect of additives and potential ligands on a protein. The
addition of solutes will decrease the effective concentration of the
protein and may also increase the scattering of light by the sample.
In both cases it will reflect in a measured spectrum which will need
cormrection for the effect of additives. In some cases may be difficult
to differentiate concentration effect from conformational change just
by looking at the shape of the spectrum. In this case analysis of the
isodichroic point may help to identify if the ligand had effect on the
structure. Note that the addition of heme to apoMb form holoMb
and the spectra had characteristic isodichroic point of structural
changes (Figure 4C and D). Isodichroic point analyses could be
applied in high throughput tests where the effect of tenth or hun-
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Figure 6. Circular dichroism spectra of HoloMyoglobin (Mb) as a
function of temperature. Circular dichroism measurements were
recorded using a Jasco J-810 spec-tropolarimeter with 10 mm
pathlength cell following the signal at 222 nm and the dynode
voltage V as a function of temperature. A heat-induced change
in the dynode voltage is originated from variations in the light
scattering which depends on the particle size and thus from
aggre-gation. The transitions indicate that the protein unfolds as
verified by the decrease in CD signal and aggregates as verified
by the increase in the voltage which is related to light scattering.
A non-aggregated protein would have shown a constant dynode
voltage throughout the whole scan.

dred of tenths or hundreds of compounds are analyzed. In this
case, the protein compound spectrum that has an isedichroic point
with the native protein spectrum characteristic of conformational
change can be select for further analysis.

iii.) Studies on the effect of site-directed mutagenesis. A mutation
can affect a particular method for calculating protein concentration
generating a CD spectrum that will be different from that of wild-
type even though this hypothetical mutation did not affect the native
structure. The analysis of the isodichroic point will distinguish a mu-
tation that affects protein concentration calculation from that affect-
ing native structure (Ribeiro-Jr and Ramos, 2004).

Following protein thermal-induced unfolding or aggregation

Circular dichroism spectroscopy is widely used to follow the stability
of a protein by increasing denaturant conditions. The most common
denaturants are temperature, chemicals (usually urea and guani-
dinium chloride) and extremes of pH (usually acidic). As the dena-
turant condition increases the stability of the protein decreases and
then unfolds (Ramos and Ferreira, 2005). CD is a convenient tech-
nique to follow protein unfolding because the spectra of folded and
random coil are quite different (Figure 2). The unfolding transition
can be easily determined by choosing a wavelength where the dif-
ference in signal for folded and unfolded protein is large. For in-
stance, a-helical proteins have a large CD signal at 222 nm in
which unfolded proteins has none or litfle signal (Figure 2}. Figure 5
shows two transitions for the unfolding of sperm whale apomyo-
globin followed by CD at 222 nm, one induced by acidic pH (Figure
5A) and other induced by urea (Figure 5B). Note that the acidic-in-
duced unfolding (Figure 5A) reveals an intermediate in the folding
pathway of apomyoglobin which seems to unfold throughout a two-
state like transition by urea-induced unfolding (Figure 5B).

CD can also be used to follow aggregation when heat-induced
unfolding is followed (Figure 6). As discussed above the dynode
voltage V (high-vollage applied to the photomultiplier of the UV
detector to compensate for the reduction in the intensity light) is a
result from light absorption or scattering and should be recorded for
all CD measurements. For being related to scattering the recorded
dynode voltage V can be used to probe the turbidity of the solution
(Benjwal et al., 2006). Accordingly to the Beer-Lambert law a heat-
induced change in the dynode voltage can only be originated from
variations in the light scattering which depends on the particle size.
Figure 6 shows the signal of CD at 222 nm and the dynode voltage
V as a function of temperature. The curve profile shows that the CD
signal starts to decrease at about B5°C followed by a two-state like
transition. This transition indicates that the protein unfolds as veri-
fied by the decrease in CD signal and aggregates as verified by the
increase in the voltage which is related to light scattering. To sum
up, as the protein aggregated its size increased and more light was
scattered.

Conclusion

In conclusion, CD spectroscopy is an important technique
to study protein folding, form and function. It is probably
the most important technique for the initial investigation of
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purified proteins. In addition to that, CD spectroscopy can
give fast and reliable information about the folded confor-
mation and the stability of a protein with little time ex-
pending and for an affordable cost.
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1. INTRODUCTION

A newly synthesized protein needs to fold into the correct
three-dimensional structure that is essential for its function.
thus the understanding of how the information contained in
the amino acid sequence encodes the structure 15 a major
goal in science [1]. As a matter of fact, failure to reach or
maintain the correct folded structure can have serious conse-
quences as this can lead to aggregation, which is often asso-
ciated with the assembly of the misfolded protein into fibril-
lar aggregates commonly known as amyloid fibrils [1-3].
Amyloid fibrils are associated with more than 40 pathologi-
cal disorders i humans. including Alzheimer’s disease. type
II diabetes, Parkinson’s disease. and others [3-5].

Amyloid aggregate formation is not restricted to proteins
associated with amyloid diseases. and many proteins are
capable of aggregating into fibrils 7 virre under special envi-
ronmental conditions [6]. Amyloids are polypeptide aggre-
gates that contain rigid, unbranched, straight fibrils of vary-
ing length. a diameter of 60-120 A. and consisting of 2-6
protofilaments linked through a continuous cross-B structure
in which p-strands of the stacked B-sheets of each protofila-
ment are perpendicularly aligned to the axis of the fibril [7-
9]. Studies with circular dichroism (CD) and FT-IR spectros-
copy have observed this high degree of [-structure. a clear
hallmark of amyloid structure. Another probe for the regular
p-sheet structure of amyloid fibrils is the fluorescence of the
dyes Congo red or thioflavin T that is induced upon binding
of amyloids [2]. In addition to these structural probes, cyto-
toxicity 1s another hallmark of fibrillar aggregates [1.2].

*Address correspondence to this author at the Institute of Chenustry, Uni-
versity of Campmas-UNICAMP. P.O. Box 6154, 13083-970, Campinas. SP.
Brazil and Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Biologia Estrutu-
ral e Bioimagem. Brazil: Tel: 55-19-3521-3144; Fax: 55-19-3521-3023:
E-mail: cramos@igm unicamp br

0929-8665/09 $55.00+.00

192

The ability of polypeptide chains to form amyloid struc-
fure is not restricted to proteins associated with recognized
clinical disorders, but seems to be a generic feature of poly-
peptide chains [10]. Many other proteins and peptides can
form fibrils in virro, mcluding well-characterized molecules
such as myoglobin [11,12]. Since the stabilization of fibrillar
structures involves the polypeptide backbone, it is possible
that ordered f-rich amyloid fibers have identical structures
[13]. Therefore. it is important to gather information on the
structures of diverse amyloid fibers to test the aforemen-
tioned hypothesis. Sperm whale apomyoglobin (apoMb, Fig.
(1)) 1s a well-characterized protein that forms an
intermediate after either unfolding from the native state or
dilution of the unfolded protein in a folding buffer [14]. Here
we used apoMb to explore the overall structure of amyloid
aggregates by asking whether different apoMb mutants
would have different fibrillar structures. Our results show
that the overall structures of amyloid fibrils from mutants
that either stabilize or destabilize the native state or the
mntermediate were indistiguishable from the wild-type as
measured by circular dichroism and thioflavin T fluo-
rescence spectroscopy. X-ray diffraction and cytotoxicity
assays. Our results indicate that, at least at the macroscopic
level. ordered fi-rich amyloid fibrils have similar structures,

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Protein Preparation

The procedures for site-directed mutagenesis of Sperm
whale (SW) apomyoglobin (apoMb) were performed as de-
scribed previously [15-17]. Briefly. the SW Mb ¢DNA con-
taining the double mutation W7F-W14F was created by PCR
using a forward primer that replaced the Tip07 and Tipl4d
codons with Phe codons. and a wild-type (WT) reverse

© 2009 Bentham Science Publishers Ltd.
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Figure 1. Three-dimensional structure of sperm whale myoglo-
bin. Myoglobin is an all c-helical protein involved in oxygen
transport. It has eight c-helices named A to H. The helices are
shown as cartoons. Residues that were mutated in this work are
shown as sticks (residues 7, 14, 24, 36, and 119). The figure was
created using the software Pymol (Delano Scientific LLC) and the
PDB myoglobin structure (2JHO).

primer. The PCR product was then double-digested with
Ndel and Sall and cloned into the pT7 vector as previously
described [17]. The resulting product was confirmed by
DNA sequencing. The H36Q and H24V/H119F mutants are
described elsewhere [18]. Expression and purification of SW
Mb in the apo form were performed as previously described
[17] followed by a chromatographic step for removal of nu-
cleic acid contamination to certify that Asgyae ratio =1.55
[19]. The pwity of the proteins was evaluated by SDS-
PAGE. and apoMb concentration was determined spectro-
photometrically [20]. Amyloid fibrils were obtained by dis-
solving 30 uM apoMb in 50 mM sodium borate, pH 9.0 and
incubating at 65°C in a Boekel analog dry bath incubator
model 112002 (Boekel Scientific. Feasterville, PA. TUSA).
conditions that destabilize the native fold substantially, re-
sulting in the formation of fibrillar structures [11].

2.2, Circular Dichroism

Circular dichroism (CD) measurements were carried out
using a Jasco J-810 spectropolarimeter (Jasco. Easton, MD.
USA) equipped with a thermoelectric sample temperature
controller (Peltier system) [21]. CD spectra were collected
with 1-4 uM protein in 1 c¢m path length cells at 4 °C. Scans
were recorded from 200-260 nm with a resolution of 1 nm,
scan speed of 20 nm/min, bandwidth of 1 nm, and 1-s inte-
gration time. Each spectrum was averaged over 32 scans and
the results were exPressed as mean residue ellipticity [0] in
units of degree.cm dmol™ [21]. CD spectra were analyzed
with the CDNN software (using the complex spectrum data-
base).

2.3. Urea and Acid-Induced Unfolding

Urea solutions were prepared fresh and filtered, and the
concentration of urea was measured by refractive index as
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previous described [22]. Urea-induced unfolding was studied
at two different conditions to analyze the stability of native
apoMb (10 mM Hepes, pH 7.8) and its intermediate (4 mM
sodium citrate pH 4.2). The acid-induced unfolding was
studied using a 2 mM sodium citrate buffer. The transitions
were followed at 4°C using CD at 222 nm. with 15 min
equilibration of samples prior to measurements. Urea-
induced unfolding transitions at pH 7.8 were plotted as
change of signal. and at pH 4.2 were first fit to a two-state
equation as previously described [23]. and afterwards plotted
as fraction folded. Protein stability was analyzed by AC,,. the
denaturant concentration at the midpoint of the transition. or
pHj. the pH at the midpoint of the transition.

2.4. X-Ray Fiber Diffraction

Diffraction data were collected at the DO3B-MX1 LNLS
beamline, Campinas, Brazil, at 1.42 A [24.25] with a sample
to detector (MAR345) distance of 100 mm and diffraction
image acquisition in fixed-angle mode for 5 min. Amyloid
fibrils were induced for 15 days as described above and dia-
lyzed extensively in double-distilled water afterwards. Sam-
ples were pelleted at 15,000 x g for 20 min at room tempera-
ture, and dried in a stove at 37°C overnight. After drying, the
sample, a thin layer of gel-like fibers, was glued in the tip of
an appropriate capillary.

2.5. Thioflavin T Fluorescence

Thioflavin T (ThT) emission fluorescence was measured
using a Multifrequency Cross-Correlation and Modulation
Fluorometer K2™ - ISS (ISS, Champaign, I, USA) at room
temperature. Typically. 5 uM protein aliquots were incu-
bated under the amyloid fibril induction conditions described
above and mixed with ThT to a final ThT/protein molar ratio
of 5:1. Samples. 300 uL, were collected in a 10 x 2 mm cu-
vette cell and excited at 450 nm, and the emission spectrum
was collected from 460 to 600 nm. The fluorescence emis-
sion of ThT under the conditions described above in the
presence of native WT apoMb was used as the blank.

2.6. Cytotoxicity

The toxicity of the amyloid fibrils was tested using mur-
ine neuroblastoma (N2A) cells, a kind gift from Prof. Sérgio
Ferreira (Universidade Federal do Rio de Janeiro. Brazil).
which were grown in 25-em’ cell culture flasks (Corning
Inc.. Corning. NY, USA) as monolayers in complete DMEM
medium supplemented with 100 pg/ml streptomycin and
100 U/mL of penicillin in a humidified incubator with 5%
CO» in air at 37 °C. Cells were plated at a density of 1x10°
cells/well in 96-well plates, and 24 howrs after cell seeding
semiconfluent cultures were exposed to samples of either
native-like or mature fibril forms at a final concentration of 1
mg/mL of protein (in Tris-HCI 25 mM, pH 7.5, 100 pg/mL
streptomycin, 100 U/mL of penicillin and 1 pg/ml of
fungizone; previously subjected to UV light for 5 min) in
each well. After 24 h, the MTT reduction activity was de-
termined [26] as follows. Medium was removed and replaced
with 100 pL/well of fresh medium followed by addition to
each well of 10 pL of 12 mM MTT stock solution prepared
in phosphate buffer saline (PBS). The culture was incubated
for 4 h in a humidified incubator with 5% CO, in air at 37
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°C. After incubation, 100 pL of SDS-HCI solution (20% -
0.01 M) was added to each well. mixed thoroughly using a
pipette and incubated again overnight in a humidified incu-
bator with 5% CO, in air at 37 °C. After overnight incuba-
tion, the culture was remixed using a pipette and the absor-
bance at 570 nm was measured in a SpectraMax 190 (Mo-
lecular Devices. Sunnyvale, CA, USA) microplate reader.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Stability of Wild-Type and Mutants

Myoglobin (Mb) is a soluble. globular heme binding pro-
tein, with approximately 75% of the main chain in an o-
helical conformation [27]. It 1s an archetype of the globin
family that upon heme loss remains soluble and retains strue-
ture characteristic of the native protein: this product is re-
ferred to as apoMb. Wild-type (WT) and mutant apoMbs
were purified (data not shown) and correctly folded as sug-
gested by their CD spectra under native conditions (Fig. (2)).
continuous lines). Apparently, the mutations stucied here did
not affect the structure of the protein. The CD signal at 222
nm was 18.300 = 500 deg.em™.dmol” and the secondary
structure content was 64 £ 4% o-helix for the WT and mu-

5,000

A

10} (deg.cri”.dmol )

[0] (deg.cm’.dmol )
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tant proteins under native conditions (Fig. (2)). Additionally.
the mutations did not affect the function of apoMb as de-
seribed previously [16.18.28].

Although the mutations caused no apparent change in
protein structure they had large effects on the stability. The
stabilities of WT. W7F/WI14F. H36Q and H24V/H119F
apoMbs were measured by acid-induced unfolding (Fig.
(3A)) and urea-induced unfolding at pH 7.8 (Fig. (3B)) and
4.2 (Fig. (3C)). The values of the ApHi» and ACy. the pH
and the denaturant concentration at the midpoint of the tran-
sition minus that of the WT, are shown in Table 1. Under
mildly acidic conditions, apoMb forms an intermediate in
which the N- and C-terminal helices, namely A, B. G. and H
are partially folded [14]. WT apoMb started to unfold at pH
5.6. remained partially folded at pH 4 and was unfolded by
acid below pH 4.2 (Fig. (3A)). Native WT apoMb at pH 7.8,
a condition in which the protein does not follow a two-state
transition [16]. was unfolded by urea with a Cy, (midpoint of
the ransition) of 3.4 M (Fig. (3B)) and the intermediate was
unfolded by urea with a C, (urea concentration in which
50% of the molecules are unfolded) of 1.5 M (Fig. (3C)).
Compared to the WT. the mutants were affected as follows

5,000 = (B)

5,000

=10,000

[0] (deg.em’.dmol)

-15,000

200 210 0 30 240 250 260

5000 (©)

5,000

=10,000

8] (dog.cm’.dmol'}

-15,000

Figure 2. Far-UV circular dichroism spectra. Native apoMbs before (continuous lines) and after (dashed lines) treatment for 15 days to
form amyloid aggregates. Upper left (WT), upper right (W7F/W14F), bottom left (H36Q), and bottom right (H24V/H119F). Protein concen-
tration was 3 pM. CD measurements were recorded at 4°C in 10 mM sodium phosphate, pH 6.5. CD spectra of mutants under either native or
amyloidogenic conditions were indistinguishable from WT. For all proteins, secondary structure content was the same within error: 64 + 4%
o-helix under native conditions and 43 = 3% [-sheet under amyloidogenic conditions.

194



1522 Protein & Pepride Lerters, 2009, Vol. 16, No. 12 Corréa et al.

20,
) 10 ®)
[ |
16

-
>

-
-]

407, (deg.cn’.camod )
B

s

0.8 1.6 24 32 4.0
Urea (M)

Figure 3. Stability of WT and apoMb mutants. The stabilities of WT (open squares), W7F/WI14F (filled squares), H36Q (filled circles),
and H24V/H119F (open circles), 2 pM each, were measured at 4°C. A) Acid-induced unfolding. Mean residue ellipticity at 222 nm, [8], as
a function of pH titration. Buffer: 2 mM sodium acetate. B) Urea-induced unfolding at pH 7.8. Buffer: 10 mM HEPES, pH 7.8. Data are pre-
sented as changes in signal, €) Urea-induced unfolding at pH 4.2. Buffer: 4 mM sodium citrate. pH 4.2. Data are scaled as fraction folded and
continuous lines through the data are the least-squares fits to a fwo-state model (see Material and Methods).

Tablel. TUrea - (pH 7.8 and 4.2) - and Acid-Induced Unfolding of Apomyoglobin Mutants, The stability of WT and nmitants are
shown as ApH;» and AC,, the pH and the denaturant concentration, respectively, at the midpoint of the transition minus that of
the WT. AAG,ys (only applicable for experiments at pH 4.2 since unfolding at pH7.8 does not follow a two-state transition [16])
was calculated considering a m-value for of -1.6 keal/mol.M [16]. Errors are +0.1.

AC, (molar urea) AA Gy (keal/maol) ApH;»
Apomyoglobin
pH7.8 pH4.2 pH4.2 Nesl Ie=U
wT* 0034 0.0(1.5) 0034 0.0 00
WIFWI14F -12 0.6 -19 +12 +1.1
H24V/H119F** +03 +0.1 +0.5 -
H36Q 0.7 -0.1 -1.1 +09 -0.1

*Raw values are in parenthesis; **No mtermediate 15 populated

(see Table 1); native H24V/H119F was more stable than the ate WTF/W14F were less stable than the WT. In the double
WT and its intermediate was poorly populated: native H36Q mutant H24V/H119F. two polar side-chains from the hydro-
was less stable than the WT and its intermediate had sunilar phobic core were replaced by the hydrophobic side-chains of
stability than that of the WT: and both native and intermedi- valine and phenylalanine, which have about the same vol-
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ume. strongly stabilizing the protein against acid-unfolding
[18]. Residue H36 stabilizes the folded state by packing its
side-chain against the side-chain of D38 and F106, forming a
salt bridge with the first. Therefore. the H36Q mutation
probably eliminates two potentially stabilizing interactions in
native apoMb favoring the formation of the intermediate
even near neutral pH [18]. In the case of double mutant
W7F/WI14F, the two tryptophans are involved in forming
tavorable, specific tertiary interactions in the native apomy-
oglobin structure, and their replacement decreases the stabil-
ity of native apoMb by distupting both the stability of helix
A and its favorable packing with helix G [28].

3.2. Fibrillar Structures

It is generally accepted that a folded protein needs to
unfold, at least partially, to form aggregates [29]. Since
apoMb is a model protein for partially folded intermediate in
its folding/unfolding pathway we asked whether mutants that
affect this intermediate could interfere with the overall strue-
ture of amyloid aggregates. As described above, the mutants
either stabilized or destabilized the native state and stabilized
or destabilized the intermediate. Myoglobin is a highly solu-
ble protein whose native state properties do not suggest a
predisposition to form amyloid fibrils, corroborated by its
amino acid sequence organization in well-defined o-helices
with no P-sheet elements. However, even Mb form amyloid
fibrils under certain conditions, suggesting that the ability to
form fibrils is a common feature of all proteins [11].

The amyloidogenic state of the apoMb mutants was
tested by mcubation under conditions in which the formation
of amyloids was facilitated [11]. After 15 days in these con-
ditions the proteins were tested for amyloid features. The CD
spectra of the proteins had the shape expected for B-sheet
proteins (Fig. (2), dashed line). The signal at 216 nm was
11.500 + 300 deg.cm™.dmol” and the predicted secondary
structure showed 43 £ 3% [B-sheets for all proteins (Fig. (2)).
CD spectra showed a high degree of P-structure, and this
result was confirmed by investigating the binding of the dye
molecule thioflavin T (ThT) by fluorescence emission (Fig.
(4)). ThT fluorescence is a classical test for amyloids, al-
though the mechanism of fluorescence enhancement is not
well known. In agreement with the results from CD meas-
urements (Fig. (2)). fibrils formed by the WT and mutant
proteins had indistinguishable ThT binding (Fig. (4)), further
suggesting similar overall fiber structures.

A reliable demonstration of fibril-like structure is pro-
vided by X-ray fiber diffraction data that report directly on
the molecular structure. Amyloid fibrils have two character-
istic signals of a cross-p diffraction pattern [30]. The first
signal is a sharp reflection at 4.7 A along the same direction
as the fiber, which has also been visualized by cryo-eletron-
micrography. The other signal is a diffuse reflection between
9.5 and 11 A perpendicular to the fiber direction, which cor-
responds to the inter-sheet distance. Amyloidogenic apoMbs
showed an X-ray diffraction pattern characteristic of fibrils
with a sharp maximum mn the X-ray scattering ntensity in
the direction of alignment (meridional direction) at a scatter-
ing angle that corresponded to a characteristic spacing of
4.7-4.8 A and a broader maximum perpendicular to the di-
rection of alignment (equatorial direction) at a scattering
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angle that corresponded to a characteristic spacing of 8-10 A
(Fig. (5)). Consistent with the CD and ThT spectroscopy
observations, the X-ray fiber diffraction showed that the WT
and mutants fibrils had the same overall structure.

8 8 & 8 8 8

Flucrescence imensity

8

Figure 4. Emission spectra of Thioflavin T in the presence of
amyloid fibrils. Proteins were incubated for 15 days under condi-
tions that favored amyloid formation and were used at a concentra-
tion of 5 pM with a ThT/protein molar ratio of 5:1. ThT excitation
was at 450 nm and emission was followed from 460-600 nm. The
emitted fluorescence of ThT under the conditions described above
in the presence of native WT apoMb was used as a control.

3.3. Cytotoxicity

Amyloid deposits were found to be associated with dis-
ease, and their cytotoxic effects have been widely studied
[31]. Therefore, we investigated the cytotoxicity of the ma-
ture fibrils produced in these experimental conditions and
observed that WT and muitant apoMbs formed fibrillar struc-
tures that were similar to that of disease-related amyloid fi-
brils. ApoMb fibrils were capable of decreasing the viability
of N2A cells by about 10% (Fig. (6)). an effect similar to
that of other mature fibrils [31]. Pre-fibrillar aggregates are
usually more cytotoxic than mature fibrils [1.3] and apoMb
pre-fibril species reduced the viability of N2A cells by about
50% (Fig. (6)). Moreover. cells incubated with either WT or
mutant mature fibrils or pre-aggregates presented similar loss
of viability (Fig. (6)). It is noteworthy that the W7F/W14F
mutation causes amyloid formation in a His-tagged cloned
apoMb even at physiological pH [28]. but the mature amy-
loid fibril had an overall structure and cytotoxicity similar to
that of WT. Once more our results suggest a high degree of
similarity among the amyloid fibers, demonstrating that the
overall structures of mature fibrils are independent of the
site-directed mutations made.

4, CONCLUSIONS

The general amyloid hypothesis essentially states that the
ability of proteins to form ordered. fibrillar. cross-p stiuc-
tures 1s an mtrinsic feature of the protein backbone and is
independent of the structure of the native state [2]. There-
fore, it is likely that ordered, p-rich amyloid fibers have iden-
tical structures. To test this hypothesis it 1s umportant to
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D)

Figure 5. Amyloid fibril X-ray diffraction. X-ray diffraction patterns for WT apoMb and mutants. Upper left (WT). upper right
(WT7F/W14F), bottom left (H36Q). and bottom right (H24V/H119F). The protein diffraction patterns had two clearly discemible diffraction

rings in the meridional direction with a main chain spacing of 4.57 £ 0.07 A (greater thin ring) and in the equatorial direction with a side-

chain spacing of 9.63 + 0.48 A (minor thicker ring).
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Figure 6. Effect of apomyoglobin amyloid mature fibrils on
N2A cell viability measured by the MTT assay. N2A cells were
incubated for 24 h with native apomyoglobins (left), pre-fibrillar
aggregates (center) and mature fibrils (right). Data are expressed as
the average percentage of MTT reduction = S.D. relative to cells
treated with medium alone from pentaplicate wells from three sepa-
rate experiments. Protein concentration was 1 mg/mL. CTR. control
cell culture: Narive. cell cultures exposed to native proteins: Pre-
fibrillar. cell cultures exposed to pre-fibrilar aggregates: Mature
fibrils, cell cultures exposed to mature fibrils.

study the structure of amyloids formed by different proteins
and different mutants of the same protein. Since there is also
the hypothesis that a folded protein needs to unfold, at least
partially. to form aggregates [29] we decided to study mu-
tants that either stabilize or destabilize the native state or the
intermediate of apoMb. a model protein for the presence of
intermediates in the folding and unfolding pathways.

In summary. our results showed that: 1) WT and mutant
apoMbs form mature amyloid fibrils with properties similar
to that of proteins related to amyloidogenic diseases. 2) The
fibrils formed had indistinguishable overall structures, sup-
porting the hypothesis that, at least for site-directed muta-
tions. ordered. P-rich amyloid fibers have identical struc-
tures. 3) Mutations that facilitate or inhibit the partial unfold-

ing of a protein do not affect the final structure of the amy-
loid fiber formed. This investigation was dedicated to the
study of mature fibrils, but it is also possible that the pre-
amyloid states of the WT and mutant proteins are structurally
distinet or that the processes of amyloid formation differ
from each other.
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