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RESUMO.

A mioglobina € uma hemeproteina que tem a fungdo de transportar e
armazenar o oxigénio. Suas estruturas primaria e secundaria sdo compostas por
153 aminoacidos e oito a-hélices (nomeadas de A-H), respectivamente. Esta
proteina tem sido usada como um bom modelo para estudos de estrutura, funcao,
ligacdo de heme, estabilidade e enovelamento de proteinas. Em condigbes
ligeiramente acidas (pH em torno de 4), a apomioglobina se desenovela passando
por uma forma intermediaria que possui propriedades fisicas entre o estado nativo
(pH 7) e o estado desenovelado (pH 2). Este intermediario apresenta as hélices A,

G e H protegidas como demonstrado por experimentos de troca de deutério.

No presente trabalho, foram realizados estudos com mutantes de delegéo e
de permutagdes circulares de hélices da mioglobina com a finalidade de aumentar
0 conhecimento sobre como a estrutura terciaria de uma proteina é construida.
Trés classes de mutantes foram criadas: 1) delecéo de hélices: 1.1) um mutante
de delegéo da hélice H (Mb1.123) € 1.2) um mutante de deleg¢ao das hélices G e H
(Mb1.g9); 2) permutagdes circulares: 2.1) um mutante de permutagdo da hélice A
da extremidade N-terminal para a C-terminal (Mb-B_GHA) e 2.2) um mutante de
permutacao das hélices A e B da extremidade N-terminal para a C-terminal (Mb-
C_GHAB) e 3) permutacédo com delegcdo: um mutante de delegéo da hélice G com

permutacao da hélice H da extremidade C-terminal para N-terminal (Mb-HAB_F).

As proteinas mutantes foram purificadas diretamente na forma apo, embora
estes mutantes possuam capacidade de se ligar ao grupo heme, com excec¢ao do
mutante Mbq.123. Estes mutantes possuem valores mais baixos de elipticidade
molar e tendéncia maior a agregacéo do que a proteina selvagem. Quando na
forma holo, os dois mutantes circularmente permutados sdo compactos e tém
estrutura e fungdo semelhantes a holoMbWT. Este resultado difere do resultado
observado para as variantes de delegcdo (Mbig e Mb-HAB_F) que nao
apresentaram restabelecimento da estrutura e nem supressdo da tendéncia a
agregacao. Nossos resultados indicam que, embora a mioglobina possua um
nucleo de ligagado do grupo heme, as hélices A, B, G e H s&do necessarias para a

correta arquitetura da proteina. Apesar da menor estabilidade dos mutantes de
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permutacao circulares em relagdo a proteina selvagem, as extremidades N- e C-
terminais da mioglobina sdo necessarias para que a proteina alcance uma

estrutura estavel e funcional semelhante a selvagem.

As permuteinas estruturaram a forma intermediaria mesmo em pH ao redor
de 7, mostrando novamente que as extremidades N- e C- terminais de mioglobina
sd0 necessarias para que elas se estruturem como a selvagem. Acreditamos que
um nucleo, que se mostrou insensivel ao desenovelamento em meio acido, foi
formado nestes mutantes. Como estes mutantes diferem quanto a posicdo da
hélice B, eles permitiram inferir sobre a participacdo da hélice B no intermediario
de ApoMbWT. Duas formas de intermediarios estdo provavelmente presentes na
via de enovelamento da mioglobina e suas maiores diferengas parecem estar na
quantidade de estrutura formada pela hélice B. Nossos resultados estdo de acordo
com o modelo sequencial de enovelamento para mioglobina, no qual a hélice B &

incorporada apo6s a formacgao do dominio AGH.
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ABSTRACT.

Myoglobin functions as a protein for transporting and storing oxygen and is
a soluble, globular heme-binding protein, comprising 153 amino acids arranged in
eight helical segments (named A to H). This protein has been used as a good
model to study structure, function, heme binding, stability, and folding pathway.
Under mild acid conditions (pH 4), apomyoglobin unfolds through an intermediate
form with physical properties intermediate between the native (neutral pH) and the
unfolded (pH 2.0) states. This intermediate has helices A, G and H protected from

hydrogen exchange.

Here we present studies of deleted and circularly permuted mutations of
helical blocks of myoglobin to add to our understanding of how protein topology is
built. Three classes of mutants were constructed: 1) helix deletion: 1.1) a mutant
deleted of H helix, Mb1.123, and 1.2) a mutant deleted of G and H helices, Mb4.g9; 2)
circularly permutation: 2.1) Mb-B_GHA where B-helix is N-terminal and A helix is
C-terminal, and 2.2) Mb-C_GHAB where C-helix is N-terminal and B helix is C-
terminal; 3) permutation/deletion: a deleted circularly permutation where H-helix is
N-terminal, the G helix is deleted, and the F helix is C-terminal, Mb-HAB_F.

The mutants were purified in the apo form, where although they have the
ability to bind heme with an exception to Mb4.123, they have lower ellipticity and a
larger tendency to aggregate than the wild-type. When in the holo form, the two
circularly permuted mutants are compact and have native-like function and
conformation, different form the myoglobin variants of deletion (i.e. Mb4.g9 and Mb-
HAB_F), where the heme binding does not seem to be native-like and do not
suppresses their tendency to aggregate. Our results indicate that although
myoglobin has a core that is able to bind heme, the A, G, H and B helices are
needed for the correct structural architecture of the protein. And, since the
circularly permutations are less stable than the wild-type, the N- and C-termini of
myoglobin need to be native-like for the optimum structure-function relationship of

this protein.

The apopermuteins resembled the intermediate form even at physiological

pH, showing again that the N- and C-termini of myoglobin need to be native-like for
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the optimum structure-function relationship of this protein. We believe that a
nucleus, mostly independent of acid unfolding, was formed by these mutants and,
since these permutants differ in the position of the B helix, they gave insights about
the participation of the B helix in the intermediate. Two forms of intermediates are
likely to be present in the folding pathway of apomyoglobin and their major
difference seems to be in the amount of structure in the B helix. Our results agreed
with a model of sequencial folding for apomyoglobin where the B helix is added

later in the AGH nucleus.
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1. INTRODUCAO.

1. 1. Enovelamento de proteinas.

O enovelamento de proteinas constitui um evento pos-traducional importante
para que a proteina possa assumir, se enovelada corretamente, sua conformagao
tridimensional estavel para a execugao de sua fungao biolégica. No entanto, o
conhecimento basico do mecanismo molecular responsavel por este
enovelamento ainda permanece como um dos maiores desafios para a biologia
estrutural. Um método utilizado para tentar entender este processo € a engenharia
de proteinas, que possibilita a troca, a delecdo e a permutacdo de residuos de
aminoacidos numa determinada estrutura primaria. Este método ainda permite
estudar a relagcado entre estrutura e fungdo de proteinas que € importante para
determinar dominios funcionais e estruturais, bem como a sua relevancia para a
estabilidade das proteinas. Este método é justificado pela teoria de que toda a
informacao necessaria para o enovelamento de uma proteina esta contida na sua
sequéncia de aminoacidos (Anfisen, 1973). Portanto, o conhecimento adquirido
com estes estudos pode ajudar a desvendar a complicada tarefa de como ocorre o
processo de enovelamento nas proteinas para podermos produzir novas proteinas
que sejam funcionais e mais estaveis para a utilizagdo em varios processos
biotecnoldgicos. Uma outra importédncia deste conhecimento é entender como
ocorre o processo de enovelamento que resulta em um enovelamento incorreto da
proteina e que esta associado a diversas doengas degenerativas tais como mal de
Alzheimer, encefalopatia espongiforme bovina (mal da vaca louca) entre outras.
As varias questdes que tém surgido quanto aos mecanismos e as vias que uma
proteina utiliza para atingir sua conformacgédo tridimensional tém sido objetos de
diversos estudos, uma vez que este entendimento pode preencher o fosso de
informacdo que existe entre o conhecimento dos genes e a estrutura
tridimensional das proteinas que eles codificam (Para revisdes veja: Kuwajima,
1989; Kim e Baldwin, 1990; Ptitsyn, 1991; Matthews, 1993; Ptitsyn, 1995;
Jaenicke, 1999, Baldwin e Rose, 1999a e 1999b; Dinner et al. 2000; Rumbley et
al. 2001; Daggett e Fersht, 2003; Ferguson e Fersht, 2003).



1.1.1. Os mecanismos de enovelamento.

O enovelamento de proteinas ndo pode ser um processo randémico, uma
vez que este processo levaria um tempo infinitamente longo para uma proteina
testar todas as conformagdes possiveis. Segundo Levinthal (1969), este tempo
aumentaria exponencialmente com o aumento da cadeia de aminoacidos, o qué
torna o processo improvavel dado a rapidez com que o enovelamento ocorre. Esta
consideracdo sugere a existéncia de mecanismos especificos que possam
simplificar a formacéao de estruturas protéicas enoveladas, estaveis e funcionais. A
procura destes mecanismos tem levado a proposigdo de alguns modelos de
enovelamento de proteinas, os quais serdo apresentados neste tépico. Anfinsen
(1973) mostrou que a RNAse A na presenca de 8 M uréia e B-mercaptoetanol
desenovelava e perdia sua fungao bioldgica, mas que apos a remogao destes
agentes desnaturante e redutor, respectivamente, a proteina se reenovelava e
recuperava sua atividade bioldgica. Este trabalho serviu de suporte para a teoria
que diz que as informagdes necessarias para a proteina se enovelar corretamente

se encontram na sua estrutura primaria (Anfinsen, 1973).

A partir destes estudos a area de enovelamento de proteinas ganhou grande
impulso e diversos modelos foram propostos e debatidos para se tentar explicar
como as proteinas se enovelavam. Os principais modelos propostos para este
mecanismo de enovelamento foram: nucleagdo (Wetlaufer, 1973); “Framework”
(Ptitsyn e Rashin, 1975; Kim e Baldwin 1982; Kim e Baldwin, 1990); quebra-
cabeca (Harrison e Durbin, 1985); difusao-colisao (Karplus e Weaver, 1976);
colapso hidrofobico (Schellman, 1955; Kauzmann, 1959; Baldwin, 1989) e
nucleacédo-condensacao (ltzhaki et al., 1995; Fersht, 1995; Fersht, 1997). Alguns
avancos nos estudos experimentais aliados aos teoricos, onde a mecanica
estatistica e os modelos de miminos energéticos (o estado conformacional de uma
proteina esta relacionado a sua energia mimina de estruturagdo) tém ganhado
credibilidade, tém levado a introdu¢do de uma nova visao sobre o enovelamento
de proteinas que propds o modelo do funil energético (Bryngelson et al. 1987; Sali
et al., 1994; Onuchic et al., 1995; Dill e Chan, 1997). Esta visdo sugere que o

enovelamento segue a partir de um espago conformacional mais amplo onde uma



proteina individual pode seguir rotas diferentes e paralelas que s&o capazes de
resultar na formagcdo de uma mesma conformagdo nativa. Contudo, alguns
modelos defendem o enovelamento sequencial e com intermediarios definidos

como o modelo hierarquico (Baldwin e Rose, 1999a e 1999b).

1.1.2. Intermedidrios na via de enovelamento.

Ptitsyn (1991) sugeriu um mecanismo de enovelamento de proteinas que
ocorreria em trés etapas: 1) formagdo muito rapida, de forma geral na escala de
tempo em micro a milisegundos, de uma estrutura secundaria; 2) colapso desta
estrutura em uma forma compacta e sem conformacgao terciaria rigida e 3)
formacao de estrutura nativa compacta. A presencga de intermediarios seria uma
solugdo ao Paradoxo de Levinthal, pois a formagédo de estruturas parcialmente
enoveladas restringiria o espago conformacional. Contudo, a compreenséo deste
processo requer um melhor conhecimento das vias envolvidas, pois em muitos
casos a estrutura nativa de uma proteina pode ser determinada mais pela via de
enovelamento do que pela conformagao mais estavel (Baldwin, 1989).

As estruturas intermediarias sdo também observadas durante o estudo da
cinética de enovelamento de proteinas pequenas (Kim e Baldwin, 1990). O
problema pratico para se estudar intermediarios presentes nesta via € que as
reacdes de enovelamento para essas proteinas sido altamente cooperativas,
sendo que os intermediarios formados s6 existem nesta forma por um curto
periodo de tempo (Kim e Baldwin, 1990). Contudo, as a-lactalbuminas, as
lisozimas e as apomioglobinas sao alguns exemplos de proteinas que apresentam
intermediarios em equilibrio (Kuwajima, 1989; Kim e Baldwin, 1990). Os estudos
desses intermediarios tém ajudado a responder questdes relacionadas a rapidez e
a eficiéncia do enovelamento de proteinas. Mais detalhes sobre a estrutura e
formacdo de intermediarios estdo descritos no item 1.2.3 que trata da

apomioglobina e sua via de enovelamento.

1.2. Mioglobina como modelo bioldgico para estudo de enovelamento de
proteinas.



1.2.1. Mioglobina: funcdo bioldgica, ligacdo e coordenacdo do grupo heme.

A mioglobina € uma hemeproteina abundante nos musculos de mamiferos
e que possui importante fungdo de armazenamento de oxigénio. /In vivo, sua
funcdo esta associada a ligacédo reversivel do oxigénio podendo também ligar
outras moléculas, tais como CO,;, NO e CO (Antonini e Brunori, 1971). A
capacidade da mioglobina em ligar o oxigénio depende da presenca do grupo
prostético (heme). Este grupo nao polipeptidico consiste de uma protoporfirina
(parte organica) e um atomo de ferro central (parte inorganica) que em solugéo da
a mioglobina uma cor marrom avermelhada (Stryer, 1988). A protoporfirina &
constituida de quatro anéis pirrélicos que formam o anel tetrapirrélico. O atomo de
ferro da hemina esta coordenado a quatro atomos de nitrogénio no centro do anel
protoporfirinico (Fig. 1). Este ferro pode formar mais duas ligagdes que estao
localizadas uma em cada lado do plano do anel protoporfirinico. Estas posi¢des
sdo nomeadas de quinta e sexta posicdes de coordenacio. Este atomo de ferro
pode ser encontrado no estado oxidado - férrico (3+) - ou reduzido — ferroso (2+)
e, dependendo do seu estado de oxidagdo (Fe** + e < Fe?"), o sitio da sexta
coordenacgéao pode ficar desocupado ou ligado ao Oz, CO, NO ou ao isocianeto,
quando no estado Fe?*, ou ligado ao CN", N3, F, SCN", NO, ou ao NO quando no

estado Fe>* (Antonini e Brunori, 1971).

Figura 1 — O grupo prostético heme. O grupo heme é constituido de uma

protoporfirina (parte orgéanica) e um atomo de ferro central (parte inorganica).



Quando ligado a molécula de mioglobina, o grupo heme se localiza em uma
cavidade onde suas cadeias laterais, altamente polares devido ao propionato,
estdo na superficie da proteina e se encontram ionizados em pH fisiolégico
(Hargrove e Olson, 1996). O resto da estrutura do grupo heme é encontrado no
interior da mioglobina, onde permanece cercado por residuos apolares, com
excecao de duas histidinas (Fig. 2B). O atomo de ferro esta diretamente ligado,
mas nao covalentemente ligado, a His 93 (sétimo residuo da hélice F — F7)
conhecida como histidina proximal, a qual ocupa a quinta posicdo de
coordenacdo. Este 4tomo de Fe esta posicionado 0,3 A fora do plano da porfirina
na diregdo da His 93. O sitio de ligagdo ao oxigénio encontra-se no outro plano
que esta direcionado para a sexta posi¢cao de coordenacéo, onde se encontra a
segunda histidina que esta diretamente ligada ao ligante (Ex.: oxigénio), a His 64
(E7). Esta histidina € denominada de distal por ndo estar diretamente ligada ao Fe
do grupo heme como ocorre com a histidina proximal. Estas interagdes causam
mudancgas conformacionais na apomioglobina, resultando em uma estrutura mais
compacta com aumento de aproximadamente 20% no teor de a-hélice (Breslow et
al. 1965), que esta relacionado a estruturagdo da hélice F (Cocco e Lecomte,
1994; Eliezer e Wright, 1996). O aumento do teor de estrutura secundaria to tipo
a-hélice e os baixos valores das constantes de dissociagdo da ligagdo do grupo
heme com a mioglobina (na ordem de 107? = 10™° M) implicam num alto grau de
especificidade deste processo de ligagdo (Hargrove et al., 1996a). Os residuos de
mioglobina envolvidos na coordenagdo do grupo heme estdo destacados na
Figura 2B.

Normalmente, a coordenagcdo do grupo heme a proteina produz uma
intensa coloragdo marrom avermelhada na solugdo que esta relacionada as
transigdes eletrbnicas envolvendo os orbitais moleculares da porfirina do grupo
heme. Estas transi¢cbes sao influenciadas pelo tipo de ligacdo que as porfirinas
fazem com as proteinas, pelo estado de oxidacdo do Fe que compde o grupo
heme, pela ligagdo axial do ferro a proteina e pela polaridade do meio que
circunda o grupo heme (cavidade de ligagao ao grupo heme) que é dependente do
enovelamento da cadeia polipeptidica. Estes eventos sido responsaveis pelas

modificacbes no espectro de absor¢cdo das hemeproteinas, que € caracterizado

5



pela presenca de duas bandas de absor¢cédo (Eaton e Hofrichter, 1981). Uma
banda é delimitada pelo intervalo entre 390 e 450 nm e € denominada de banda
de Soret ou banda B. A outra banda esta no intervalo entre 500 e 600 nm e é
denominada de banda visivel ou banda Q. A banda Soret é tipicamente 5 a 10
vezes mais intensa que a banda que ocorrem na regido espectral do visivel. Estas
caracteristicas contribuem para que as bandas de absorcdo referentes a
coordenagédo do grupo heme nas hemeproteinas constituam sondas importantes

no monitoramento de mudancgas conformacionais destas proteinas.
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Figura 2 — Estrutura da mioglobina selvagem de baleia (Physeter catodon). A)
Estrutura secundaria e terciaria da holoMb. As a-hélices que compdem a
estrutura secundaria da mioglobina estdo nomeadas de A a H. O grupo heme esta
evidenciado pela cor amarela. Os residuos destacados em vermelho e laranja
mostram as histidinas 64 (distal) e 93 (proximal), respectivamente. Estes residuos
sao responsaveis pela coordenagado do grupo heme e constituem a quinta (His93)
e a sexta (His64) posicbes de coordenagédo. O desenho foi obtido através da
modelagem da estrutura de mioglobina extraida de um banco de dados de
estrutura de proteinas (PDB, http.//www.rcsb.org/pdb), cédigo SMBN, utilizando os
recursos do programa WebLab ViewerLite 3.7 (Molecular Simulations Inc). B)
Esquema da estrutura primaria e secundaria. A estrutura primaria da
mioglobina esta representada pelas letras codigos de cada aminoacido e os
aminoacidos que formam as a- hélices estdo sombreados pela cor cinza. As
hélices sdo nomeadas de A - H. As histidinas distal e proximal estdo marcadas em
vermelho e laranja, respectivamente, e os demais residuos que sao importantes
para a coordenacgao e a estabilidade da ligagdo do grupo heme estdo destacados

pela cor vinho (Hargrove et al., 1996a).



1.2.2. Holo e apomioglobina.

A mioglobina (Mb) de baleia (Physeter catodon), € uma proteina globular de
massa molecular de 17 kDa (153 aminoacidos), monomérica e que possui 8 a-
hélices que sdao nomeadas de A - H (Takano, 1977) (Fig. 2B). Sua fungao, sua
estrutura e sua via de enovelamento ja foram extensamente estudadas (revisdes
recentes constam em Wright e Baldwin, 2000; Brunori, 2000; Wittenberg e
Wittenberg, 2003). A habilidade de mioglobina ligar oxigénio depende da presenga
do grupo heme. Quando o grupo heme é retirado, a forma apo da mioglobina
(ApoMb) ainda mantém a solubilidade, porém em concentragdes mais baixas, e
muitas das suas caracteristicas estruturais. As principais diferencas séo a perda
da cor vermelha, menor elipticidade (-25.000 versus —18.000 deg.cm?.dmol™)
(Breslow et al, 1965), menor estabilidade (Griko et al, 1988) e menor
compactacdo (Nishii et al, 1994). A apomioglobina (estado nativo) perde
principalmente a estruturacdo da hélice F em relacdo a forma holo (Eliezer e
Wright, 1996) e ndo possui caracteristicas de ‘molten globule’ (Eliezer e Wright,
1996; Ribeiro e Ramos, nesta tese — item 9.2). Contudo, o seu desenovelamento,

diferente da forma holo, ndo é do tipo dois estados (Ramos et al., 1999).

1.2.3. Apomioglobina e sua via de enovelamento.

A ApoMb é considerada um 6timo modelo para o estudo de intermediarios
da via de enovelamento de proteinas (por exemplo: Hughson et al.,, 1990; Kay e
Baldwin, 1996 e Ramos et al., 1999). Durante o desenovelamento induzido pela
reducdo do pH, a ApoMb forma um intermediario em pH préximo de 4,2 com
propriedades fisicas tanto do estado enovelado (pH 7) quanto do desenovelado
(pH 2) (Griko et al., 1988). As principais caracteristicas s&o: elipticidade molar de
aproximadamente -14.000 deg.cm?.dmol”’, perda global de estrutura secundaria,
mas com as hélices A, G e H (Hughson et al.,, 1990) e provavelmente uma parte
da B (Loh et al, 1995; Eliezer et al, 1998) mais estruturadas, triptofanos
parcialmente expostos (Kirby e Steiner, 1970) e estrutura terciaria menos
compacta que a forma nativa (Eliezer et al., 1995).

A caracterizacdo mais detalhada desse intermediario foi feita por

experimentos de troca de deutério (Hughson et al., 1990; Jennings e Wright,
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1993). Estes estudos mostram que o estado intermediario apresenta maior
estruturacdo das hélices A, G e H em relacao as demais hélices (Hughson et al.,
1990) e que esta estrutura esta presente na via de enovelamento da mioglobina
(Jennings e Wright, 1993). Estes resultados sugerem que a formacgédo deste
intermediario € uma etapa importante para que a ApoMb atinja seu estado nativo.
A natureza da participacao das hélices A, B, G e H na formagao do intermediario
em pH 4 foi estudada em diversos trabalhos utilizando mutagénese sitio-dirigida
(Kay et al., 1999; Luo e Baldwin, 2001; Sirangelo et al. 2002; e muitos outros). As
observacgdes destes estudos suportam a teoria de um enovelamento sequlencial
com subsequente incorporacdo das hélices que ainda estdo desordenadas
resultando na formagéo de uma proteina com estrutura compacta e estavel (Loh et
al., 1995).

Jennings e Wright (1993) mostraram que os ultimos residuos da hélice B
também estdo protegidos e sugerem que esta hélice esta incorporada
parcialmente ao dominio do intermediario durante o enovelamento. Outros
trabalhos também sugerem a presenca de dois intermediarios na via de
enovelamento desta proteina (Loh et al., 1995; Kiefhaber e Baldwin, 1995; Jamin e
Baldwin, 1996; Eliezer et al., 1998; Nishimura et al., 2003). O restante da hélice B
€ incorporado apos a formacgédo deste primeiro intermediario. A incorporagao
sequencial da hélice B, no intermediario (pH 4), € apoiada por experiéncias de
troca de deutério na presenga de TCA 20 mM (Loh et al., 1995). A adicao de TCA
aumenta a elipticidade e a estabilidade do intermediario que tem um fator mais
elevado de protecao para as hélices de A, G e H e para a hélice B (Loh et al,,
1995). Um aumento dos valores da elipticidade e da estabilidade relativa do
intermediario em pH 4 também é mostrado quando a hélice B é estabilizada pela
mutacao dos residuos G23 e G25 por alaninas (Kiefhaber e Baldwin, 1995). Jamin
e Baldwin (1998) identificaram duas formas de intermediarios, 1, e l,, que
coexistiriam em pH 4 em um equilibrio que depende do pH, da concentracdo de
uréia e de anions. A evidéncia para os dois intermediarios vem da diferenca entre
os espectros de emissao de fluorescéncia da proteina entre pHs 3,4 € 4,2 e do
aumento da sua fluorescéncia quando se usa uréia 1 M. A concluséao foi que |, ndo

teria a hélice B ainda formada e seria a unica forma em pH 3,4. Em pH 4,2 a forma
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dominante seria Ib, com a hélice B total ou parcialmente formada, que seria a
primeira a se desenovelar em presenca de 0 a 1M uréia, onde apenas la estaria
presente. Eliezer et al. (1998) mostraram com mais detalhe a composi¢ao
estrutural do intermediario através de experimentos de ressonancia magnética
nuclear. Este trabalho mostra que a hélice B estd mais estruturada no
intermediario em pH 4, sugerindo que o dominio de A[BJGH é o nucleo deste
intermediario. Estes resultados foram confirmados por experimentos de simulagao
feitos por Onufriev et al. (2003). Nishimura et al. (2002 e 2003), estudando a troca
de hidrogénio avaliada pela espectrometria de massa em mutantes de Mb
mostraram protecdes diferentes para os varios residuos da hélice B, sugerindo
que esta esteja parcialmente enovelada no intermediario. Em conjunto, estes
resultados demonstram maior estruturagdo para a porgéo C-terminal da hélice B

do que para a sua porcao N-terminal.
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1.3. O uso de delecao e de permutacao nos estudos da estrutura, funcao e

enovelamento de proteinas.

Na hierarquia da estrutura de proteinas, as estruturas pregueadas e as
hélices sdo os blocos basicos responsaveis pela montagem da topologia de uma
proteina (Chotia, 1984; Woolfson et al, 1993). Para aprofundar este entendimento,
estudos sobre proteinas mutantes de delegdes em série e de permutacdes
circulares permitem a identificacdo de regides em uma proteina que podem estar
envolvidas com sua topologia, sua via de enovelamento e a sua fungao.

As delecbes em série sdo geralmente obtidas através de técnicas de
engenharia genética (alguns exemplos podem ser vistos em Ramos, 1999 e
Grandori et al., 2000). Outra possibilidade é a digestao quimica ou enzimatica de
proteinas e a posterior purificagdo dos fragmentos que sao eleitos como alvo do
estudo (De Sanctis et al., 1986). Com relagdo as permutacdes, estas proteinas
podem ser obtidas através da unido de suas extremidades N- e C- terminais
(circularizagéo da proteina) que posteriormente podem ser submetidas a clivagem
seriada permitindo a criagdo de novas extremidades N-terminais e a identificacéo
de elementos de enovelamento (lwakura et al., 2000). Ainda nas permutagdes, a
unido das unidades a serem permutadas pode ser feita pela ligacdo peptidica
entre as extremidades N- e C- terminais, quando estas partes se encontram
proximas na estrutura nativa selvagem, ou através de engenharia de proteina que
permite a ligagdo em série de dois cDNAs de uma mesma proteina, em geral
ligadas por 5 a 16 aminoacidos com propensao a formagao de uma estrutura
secundaria mais flexivel, como ocorre nas sequéncias formadas por serinas e
glicinas (Heinemann e Hahn, 1995).

De forma geral, a importancia destes métodos para estudar proteinas pode
ser identificada por um grande numero de trabalhos que utilizam estas estratégias,
por exemplo: funcionalidade de permutagdes circulares de inibitor de tripsina
pancreatica bovina (Goldemberg e Creighton, 1983); reagdes enzimaticas de
mutantes de permutacdo da beta alfa barril (Luger et al, 1989); estrutura e
estabilidade de permutagdes da lisozima T4 (Zhang et al., 1993); enovelamento de

mutantes de delegéo do inibidor da quimotripsina-2 (de Prat-Gay et al., 1995); via
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de enovelamento de mutantes circularmente permutados do dominio da o-
spectrina SH3 (Viguera et al., 1995); delecdo em série para mapear regides
funcionais da subunidade do sistema inibitério da troponina (Ramos, 1999); e
delecbes e permutacao de residuos da dihidrofolato redutase para estudo de sua
estrutura e estabilidade (Smith e Matthews, 2001). Entretanto, muito ainda tem de
ser compreendido sobre o efeito destas mudancas na funcdo e na estabilidade
das proteinas. Portanto, a analise dos efeitos das delecbes e das permutacdes em
outras proteinas pode ajudar a adicionar dados para maior compreensao e para a
elaboragdo de um modelo geral sobre a estrutura, a fungdo e a via de
enovelamento de proteinas. Neste contexto, a mioglobina constitui um dos
melhores representantes da familia das globinas para a execugéo deste tipo de
estudo, uma vez que sua fungdo, sua estrutura e sua via de enovelamento ja
foram extensamente estudadas.

A utilizagédo de delegdes de hélices em Mb sugere pequenos efeitos em sua
funcéo (De Sanctis et al, 1994; De Sanctis et al. 1986; Grandori et al., 2000). Estes
estudos foram feitos com Mbs de coragdao de cavalo, que foram submetidas a
digestdo enzimatica, que sdo formadas apenas pelos residuos 32 ao 139 (De
Sanctis et al, 1994; De Sanctis et al. 1986), e com Mb recombinante da baleia
formadas apenas pelos residuos 29 ao 105 (Grandori et al., 2000) e mostraram
que estes nucleos minimos sdo capazes de ligar o grupo heme. Entretanto, a
forma apo de uma série de mutantes de delecao da extremidade C-terminal é
mostrada na maior parte como uma estrutura desenovelada (Grandori et al., 2000;
Chow et. al. 2003) e com grande tendéncia a formacao de agregados (Chow et al,
2003). Adicionalmente, a forma apo da Mb da musculatura do caragdo de cavalo
formadas pelos residuos 32 ao 139 (apo-mini-Mb) apresentou um intermediario
parcialmente enovelado em pH 4,7, apesar da auséncia da hélice A e de grande
parte da hélice H que sao hélices importantes para a estabilidade do intermediario
da ApoMb (De Sanctis et al, 1994). O grupo de Brunori interpretou estes
resultados sugerindo que a aquisicdo de um estado enovelado de Apo-mini-Mb
ocorreria através de uma via alternativa que pode ou ndo ser seguida pela
ApoMbWT. Estes experimentos contradizem outras evidéncias experimentais que

indicam que apenas as hélices A, G e H fariam parte de um intermediario
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obrigatorio da via de enovelamento da apomioglobina (Hughson et al., 1990;
Eliezer et al, 1998; Kay et al, 1999; Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999).
Recentemente uma Mb, onde a hélice H é N-terminal e a hélice G & C-terminal, foi
caracterizada, e os resultados mostram que esta permuteina atinge um estado
enovelado e funcional com caracteristicas similares ao estado nativo da Mb

selvagem (Fishburn et al., 2002).

1.4. Espectroscopia no estudo de mioglobina.

1.4.1. Dicroismo circular.

O dicroismo circular (CD) é um fenbmeno que ocorre quando a luz
circularmente polarizada interage com um croméforo opticamente ativo
(assimétrico) (para revisao: Kelly e Price, 1997). Nas proteinas, os cromoforos
mais opticamente ativos sao as ligagdes amidicas (sonda de estrutura secundaria)
e as estruturas aromaticas (sondas de estrutura terciaria) que sdo melhor
caracterizadas na regiao do ultravioleta distante (abaixo de 250 nm) e ultravioleta
préximo (250-300 nm), respectivamente. Consequentemente, os espectros de CD
podem ser usados na detecgdo de mudancgas estruturais de proteinas, induzidas
por agentes quimicos e fisicos, e no auxilio de calculos da quantidade de estrutura
secundaria (para revisdo: Kelly e Price, 1997). Adicionalmente, o dicroismo
circular também pode ser utilizado para a determinacdo de elementos de
estruturas terciarias (Venyaminov e Vassilenko, 1994). Neste contexto, as
proteinas tém sido divididas em cinco classes baseadas na sua estrutura
secundaria (Levitt e Chothia, 1976): 1) toda -a (principalmente o- hélices), 2) toda -
B (principalmente folhas - pregueadas), 3) a + [ (regides o e 3 separadas), 4) o/
(regibes com o e [ misturadas) e 5) randdémica (predominantemente
desordenada). Manavalan e Johnson-Jr (1987) sugeriram que seria possivel
identificar uma classe estrutural de uma proteina através da inspecéo visual de
seu espectro de dicroismo circular. Eles encontraram que as estruturas toda -a
(principalmente a- hélices) mostram valores negativos pronunciados nos sinais de
CD em 222 e em 208 nm e pronunciados valores positivos nos sinais entre 190
nm e 195 nm. Proteinas com toda a sua estrutura em a-hélices podem ser
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distinguidas de proteinas contendo alguma estrutura B pela mudanga de sinal do
CD de negativo para positivo nos comprimentos de onda abaixo de 180 nm. As
proteinas com estruturas o + B podem ser distinguidas das estruturas o/p pela
raz&o relativa dos sinais em 222 e em 208 nm. Nos tipos o + 3 0 sinal em 208 nm
€ maior do que o sinal em 222 nm, enquanto estas amplitudes relativas em o/
sdo inversas. Estes sinais caracteristicos podem ser avaliados em programas
computacionais ja existentes que podem dar maior preciséo na estimativa dessas
classes de estruturas (Greenfield, 1996). Segundo a classificagdo das proteinas
através da estrutura secundaria, que foi proposta por Levitt e Chothia (1976), a
mioglobina é uma proteina pertencente a classe 1, pois é formada principalmente
por a-hélices. Desta forma, as mudancgas estruturais que possam ocorrer nesta
proteina, quando submetida a variagbes do meio (exemplo: variagdo de
temperatura, de concentracdo de uréia ou de pH), podem ser facilmente
monitoradas a partir da inspegao do espectro de CD, principalmente na regido do
ultravioleta distante, e do sinal dicréico em 222 nm (como exemplo desta aplicagao

veja anexo, item 9.2).

1.4.2. Fluorescéncia.

A emissao de fluorescéncia € um fendmeno fisico que ocorre quando um
elétron retorna de um estado excitado para o estado basal. Quando no estado
excitado, alguma energia é sempre perdida por outros processos nao radioativos
tais como: energia vibracional e calor. Consequentemente, a energia da luz
emitida é sempre menor que a energia da luz absorvida (luz de excitacdo) o qué
resulta em uma emissdo de fluorescéncia do cromoforo em comprimentos de
ondas maiores que o de sua absorcdo. As proteinas possuem trés aminoacidos
que podem contribuir para a fluorescéncia intrinseca, que séo: triptofano (Trp),
tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). A emissao de fluorescéncia do Trp € muito
sensivel ao solvente, logo este residuo é uma sonda muito util no estudo de
mudancgas conformacionais nas proteinas. Os comprimentos de excitagao usados
para excitar estes residuos estao no intervalo entre 260 e 295 nm. Para separar as
contribuicées de Tyr e Trp podem ser usados 260 nm para sele¢ao do espectro de
Tyr e 295 nm para espectro de Trp. Apos a excitagdo, o Trp emite uma
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fluorescéncia em comprimentos de ondas maiores que da informacgdes sobre o
grau de exposicao deste fluoroforo ao solvente. Geralmente, quanto maior o
comprimento de onda de emiss&o maior € o grau de exposi¢cao deste fluordforo. A
contribuicdo da emiss&o de fluorescéncia € atribuida em maior escala ao Trp em
relagdo a Tyr. Contudo, dependendo da propor¢cao destes fluoroforos e da
proximidade entre eles, podemos observar comportamentos diferenciados do
espectro de emissao de fluorescéncia, tais como: supressdo de fluorescéncia e
deslocamento do maximo de emisséo.

A mioglobina, que € um dos modelos bioldgicos no estudo de enovelamento
de proteinas, possui na sua estrutura primaria dois triptofanos que estéo
localizados na hélice A (Trp7 e Trp14) e que tém sido bastante utilizados como
sondas de estrutura terciaria (Veja revisdo: Postnikova, 1999). Estes triptofanos se
encontram voltados para o interior da proteina em pHs maiores que 5,0 e sao
muitos sensiveis as variagdes do ambiente, tais como: concentragcdo de agentes
caotropicos, pH e temperatura. Como exemplo desta sensibilidade podemos
comentar o desenovelamento em meio acido de ApoMb. Neste desenovelamento,
a medida que o pH do meio varia de 5,0 para 4,0, a apomioglobina apresenta um
aumento no valor da intensidade de emissdo de fluorescéncia junto com um
deslocamento, para o vermelho, do comprimento de onda maximo (Amax) de
emissao de fluorescéncia. A partir do pH 4,0, os valores da intensidade de
emissdo de fluorescéncia diminuem a medida que os valores de pH diminuem,
enquanto o Amsx de emissdo de fluorescéncia se desloca para o vermelho (Kirby e
Steiner, 1970; Irace et al., 1981; Postnikova et al.,, 1991). Estas variagbes que
ocorrem nos valores de intensidade e de Amsx de emissdo de fluorescéncia
constituem uma ferramenta poderosa no estudo de desenovelamento e
enovelamento de mioglobina e pode fornecer informagdes sobre a estabilidade
(Ramos et al., 1999), via de enovelamento (Jamin e Baldwin, 1996 e 1998) e
estrutura terciaria desta proteina (ver como exemplos: Kay e Baldwin, 1996;
Postnikova, 1999).
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2. OBJETIVOS.

Para compreender mais sobre o papel da disposi¢cao das hélices, que estédo
descritas como sendo importantes na formagdo dos intermediarios (Fig. 3), na
estrutura, fungdo e na via de enovelamento da mioglobina (Mb) uma série de
mutantes de delegdo e de mutantes de permutagdo desta proteina foram
preparados. Estes mutantes podem ser divididos em trés classes distintas: i)
mutantes com delegao das hélices H (Mbq.123) € GH (Mb1.g9); ii) duas permutagbes
circulares das extremidades N-terminais: a Mb-B_GHA (hélice B é N-terminal e a
hélice A é C-terminal) e a Mb-C_GHAB (hélice C é N-terminal e a hélice B é C-
terminal) e iii) uma permutacao linear C-terminal, onde a hélice H é N-terminal, a
hélice G foi deletada e a hélice F é a extremidade C-terminal (Mb-HAB_F). As
caracteristicas destes mutantes foram determinadas por métodos

espectroscépicos e hidrodindmicos e estdo detalhadas nesta tese.

Figura 3 - Esquema da estrutura terciaria de Mb destacando as hélices
envolvidas na formacao dos intermediarios de enovelamento. As hélices
AGH, que formariam o intermediario proposto por Hughson et al. (1990), mais a
hélice B, que incorporado ao dominio AGH formaria um outro intermediario como
proposto por Loh et al. (1995), estdo evidenciadas pelas cores vermelha (A),
amarela (B), ciano (G) e verde (H). As demais hélices (C, D, E e F), que estariam

desestruturadas nos intermediarios, estdo marcadas em azul escuro.
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3. MATERIAL E METODOS.
3.1. Construcao, clonagem, expressao e purificacao de mutantes de
permutacao e de delecao de hélices da mioglobina selvagem de espermacete

(Physeter catodon).

3.1.1. Construcdo, clonagem, expressao e purificacdo do mutante de delecdo da

hélice H.

Este item esta descrito no manuscrito que se encontra no anexo (item 9.1):
Ribeiro-Jdunior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. |. (2003). Fast
purification of the Apo form and of a non-binding heme mutant of
recombinant sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208.

3.1.2. Construcio e clonagem do mutante de delecdo das hélices GH.

Os métodos para a construcdo deste mutante foram os mesmos descritos
para o mutante de delegao da hélice H (ver item 3.1.1). Para a delegao das hélices
GH foram utilizados os oligonucleotideos Pro100*GHdel (insere um codon para
parada de transcri¢do (*) na posigcao da prolina 100 da MbWT — Tabela 1) para
extensdo no sentido 5 —3’, juntamente com o oligonucleotideo GHCTPCR (Tabela
1) para extensao da fita complementar (sentido 3'<-5’). Esse oligonucleotideo
Pro100*GHdel também inseriu um sitio de restricdo Sphl no produto de PCR,
enquanto que o oligonucleotideo GHCTPCR manteve o sitio de restrigdo Xhol.
Esta estratégia possibilitou a dupla digestdo do produto de PCR e do vetor pT7-
7TMbWT com as enzimas de restricdo (Sphl e Xhol) para a clonagem conforme

esta descrito para a delec&o da hélice H (Item 3.1.1).

3.1.3. Construcdo e clonagem dos mutantes de permutacdo da hélice H e delecao

da hélice G e de permutacao das hélices A e AB.

Os oligonucleotideos utilizados nas construgbes dos mutantes de
mioglobina estdo documentados na Tabela 1. Para cada amplificagéo foi utilizado

um par de oligonucleotideos, um deles estendeu a fita no sentido 5—»3’ e o outro
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estendeu a fita no sentido complementar (3'<-5’). O primeiro oligonucleotideo
contém um sitio para a enzima de restricdo, Ndel, que serviu para a clonagem e
mudancga do sitio de iniciagdo da transcrigdo. O segundo oligonucleotideo contém
um sitio de restrigdo (BamHl ou Sall), que serviu para clonagem, e um cédon de
parada de transcricdo. Esta estratégia estd mostrada na Figura 4, onde a
obtengdo do cDNA da mioglobina mutante que possui permutagédo da hélice H, da
parte C-terminal para a N-terminal, e ndo possui a hélice G foi usada como
exemplo. Nesta construgdo, os oligonucleotideos Gly124"*®'Hperm e
Pro100*GHperm (Tabela 1) se anelaram nas fitas molde 553 e 3«5,
respectivamente. A fita molde utilizada neste processo de permutacéo foi feita a
partir de dois cDNAs de mioglobina selvagem (Physeter catodon), que foram
unidos em série por uma sequéncia de nucleotideos que codificam quatro pares
de serinas e glicinas também em série — (SG)4, com um codon de parada de
transcricdo localizado no segundo cDNA. Esta sequéncia esta clonada em um
vetor de expressdo pT7-7a (Amershan Life Science) e foi produzida por Ramos
(esta construgédo € descrita pela primeira vez nesta tese de doutoramento - ver
apéndice, item 7.1). O produto de amplificagdo que foi obtido pelo método de PCR
apresentou um sitio para a enzima Ndel e o cdédon de iniciagdo de transcrigao
(Met) na posicao do cédon para Gly124 referente a primeira mioglobina e um
cédon de parada de transcricdo na posicdo Pro100 referente a segunda
mioglobina, além do sitio para a enzima Sall que esta localizado apds o cdédon da
Pro100. Este produto de PCR foi digerido por estas duas enzimas de restricdo
(Ndel e Sall) para possibilitar a clonagem no vetor de expressdo pT7-7a
previamente digerido pelas mesmas enzimas de restricdo. O novo cDNA
(cDNA2Mb) codifica uma proteina que se inicia pelo codon de Met (atg), seguido
do residuo Ala125 (inicio da hélice H) e termina no residuo 11€99 (ultimo residuo
entre as hélices FG). Seguindo este tipo de estratégia, as combinagdes dos
oligonucleotideos Glu18N*'Aperm mais Ala19*Aperm e Lys34"“*®'ABperm mais
Ser35*ABperm (Tabela 1) foram utilizadas nas construgdes das permuteinas Mb-
B_GHA e Mb-C_GHAB, respectivamente.
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Figura 4 — Construcao do mutante com permutacao da hélice H e delecao da
hélice G de MbWT. (I) Esquema das fitas molde 5 —3’ e 3'«<-5’ do cDNA das duas
mioglobinas clonadas em pT7-7a. As letras A até H no topo dos esquemas | a Il
representam as hélices da mioglobina que sédo decodificadas a partir deste cDNA.
(SG)4 representa a jungdo entre os dois cDNAs de mioglobina composta dos
cédons que codificam quatro duplas de serinas e glicinas. As setas vermelhas
(Gly124N*'Hperm) e verdes (P100*GHperm) representam os oligonucleotideos
para a realizagdo do PCR (Tabela 1). (Il) Esquema do produto de PCR que
codifica a sequéncia de uma mioglobina com a hélice H permutada da parte C-
terminal para a N-terminal e que nao possui a hélice G. (lll) Produto de PCR
digerido pelas enzimas de restricido Ndel e Sall para a clonagem em vetor de
expressao. As linhas pontilhadas na posigéo vertical indicam a regido de clivagem

das enzimas de restrigao.
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Tabela 1 — Oligonucleotideos para construcao de mutantes.

Sigla' Seqiiéncia®

Gly124*Hdel 5’ accctgagcgtcgactcagaagtcacctgg 3’ (a)
Pro100*GHdel 5’ tcgcatgctactaaacataagatttaaatcaaatacctg 3’ (b)
Gly124N*'Hperm 5’ caggtgaccatatggctgacgctc 3’

Pro100*GHperm 5’ aattccaggatccgatttagatcttatgt 3’ (b)
Glu18N®'Aperm 5’ gtttgggctaaacatatggctgacgtcget 3’
Ala19*Aperm 5’ atgaccagggatcccttattcaactttagcc 3’ (b)
Lys34"N%'ABperm 5’ ttgattcgactgcatatgtctcatccggaa 3’
Ser35*ABperm 5’ cagaggatccggatgttatttgaacagtc 3’ (b)
GHCTPCR 5’ gtcccaattactccatgccccccagctgttccggaa 3’ (c)

As siglas dos oligonucleotideos indicam as letras codigos e a posigdo do aminoacido que vai ser
trocado, qual a principal mutagdo que vai ser inserida e a finalidade do oligonucleotideo.
Exemplos: Gly124*Hdel - mutagédo do cédon referente a Gly124 da mioglobina selvagem por um
cédon de parada de transcri¢cao (*) para delegdo da hélice H (Hdel); GIy124Nde'Hperm - mutacao
do codon referente a Gly124 da mioglobina selvagem por um sitio de Ndel e cédon de iniciagao

de transcricao (M)

para permutacéo da hélice H (Hperm).

’As seqliéncias em negrito representam os cédons de iniciagdo (atg) e de parada de transcrigdo
(tga ou taa), enquanto que as seqiiéncias sublinhadas representam os sitios de restricao criados.
(a) este oligonucleotideo insere um sitio de restricdo para Sall (gtcgac) para clonagem em vetor de
expressao.

(b) Estes oligonucleotideos inserem um sitio de restrigdo para BamHl (ggatcc) que serve para
clonagem em vetor de expressao.

(c) GHCTPCR ¢ usado na mutagdo de delegcdo das hélices GH. Este oligonucleotideo inicia seu
pareamento na posicdo N152 de Mbwt e vai até o 31° nucleotideo no vetor pET3a ou pT7-7a, onde
o cDNA de Mbwt esta clonado. Este oligonucleotideo mantém os dois cédons de parada de
transcricdo da Mbwt (attact) e o sitio para enzima de restrigdo Kpnl (ccatgc) e insere um sitio para
Sall (cagctq). Estes dois sitios de enzima de restricdo possibilitam a digestdo do produto de PCR

para a clonagem em vetor de expressao (pET3a ou pT7-7a).

3.1.4. Expressdo e purificacdo dos mutantes de delecdo das hélices GH, de

permutacdo da hélice H e delecao da hélice G e de permutacdo das hélices A e
AB.
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As proteinas foram purificadas conforme descrito nas duas referéncias

abaixo que estao inseridas nos anexos (itens 9.1 e 9.2).

Ribeiro-Junior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. |. (2003). Fast
purification of the Apo form and of a non-binding heme mutant of
recombinant sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208,;

Ribeiro-Junior, E. A. and Ramos, C. H. |. (2004) Origin of the anomalous
circular dichroism spectra of many apomyoglobin mutants. Analytical
Biochemistry, no prelo.

3.2. Determinacao da concentracao, preparacao da forma ligada ao grupo
heme, espectroscopia de absorcao, espectropolarimetria de dicroismo
circular e desenovelamento induzido por uréia e por pH.

Estes métodos estdo descritos nas duas referéncias abaixo que estdo nos
anexos (itens 9.1 e 9.2) e as informagdes adicionais para cada experimento estao

contidas nas legendas das figuras.

Ribeiro-Junior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. I. (2003). Fast
purification of the Apo form and of a non-binding heme mutant of
recombinant sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208,;

Ribeiro-Junior, E. A. and Ramos, C. H. |. (2004) Origin of the anomalous
circular dichroism spectra of many apomyoglobin mutants. Analytical

Biochemistry, no prelo.

3.3. Fluorescéncia estatica.

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados utilizando um
fluorimetro de fase-multifrequéncia (ISS K2), cubetas de quartzo de 1 cm x 1 cm

de caminho 6tico e 1 a 2 uM de proteinas. Os programas utilizados para registro e
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analise dos dados foram o ISS (ISS) e o Origin® versdo 6,1 (Microcal™). A
temperatura da camara de leitura foi mantida a 4 °C através de um controlador de
temperatura digital Multi Temp Ill (Pharmacia Biotech). Os espectros de
fluorescéncia foram obtidos utilizando o comprimento de onda (1) de excitagao de
280 nm, fendas de excitacdo e de emissao de 4 nm e de 16 nm, respectivamente.
Os pontos para composicao do espectro de emissao foram coletados a cada 1 nm
dentro do intervalo de 300 a 450 nm com velocidade de varredura de 50 nm/min.
Os dados foram analisados em funcgao da intensidade de fluorescéncia em 330 nm
e/ou calculo do centro de massa espectral, <A>, definido pela equacgao abaixo. As
informagbes adicionais de cada experimento estdo descritas nas legendas das

figuras.

<A> = 2(7\4 X Fi)/ZFi (Eq. 01),

onde A; corresponde aos comprimentos de onda utilizados para a aquisicado do
espectro de fluorescéncia, F; é a intensidade de fluorescéncia em A; e 2F; é a

somatoria de F;.

3.4. Tempo de vida de fluorescéncia.

As medidas do tempo de vida de fluorescéncia foram feitas no intervalo de
4-200 MHz utilizando um fluorbmetro de modulagdo e fase com correlagao
cruzada e multi-frequéncia (ISS K2). A excitagao foi feita em 280 nm. A emissao
foi observada usando um filtro 6ptico de 310 nm (Edmund Industrial Optics). O
decaimento da intensidade de fluorescéncia (/) foi analisado segundo uma fungao
multi-exponencial, que descreve o comportamento das curvas de fase e de
modulagdo que estdo em fungcdo da frequéncia (MHz) [Fig. 5], para a
determinagéo do tempo de vida de fluorescéncia (Lakowicz, 1999):

Kt2)=2" ai(r)eV™ (Eq. 02),
onde o, é a constante de decaimento, t; € 0 de tempo de vida a ser calculado e A é
o comprimento de onda de emissdo. O termo i € o numero de componentes da
fungdo exponencial que nesta tese se restringiu a dois termos. A contribuicdo
relativa de cada componente de tempo de vida (f) do total da emissao foi

calculada pelas equacgdes:
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fi=(ot1)/[(a171)+ (a272)] (Eq. 03), sendo
f1+f2=1 (Eq. 04)
O tempo de vida médio (ns) representado pelo termo <t> foi calculado segundo a
equacao:

<t>=01T1 + 0272 (EqQ. 05)

- 100

O Fase

®  Modulagéo 160

Fase (graus)
Modulacao (%)

420

S L S S T S T T A S T T —
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Freqiiéncia (MHz)

Figura 5 — Exemplo de uma curva fase-modulacao em funcao da frenqliéncia
(MHz), utilizada para a determinacao do tempo de vida de fluorescéncia,
obtida com auxilio de um fluorometro de fase e modulacao com correlacao
cruzada e multi-freqiiéncia (ISS K2). As linhas representam os ajustes das

curvas experimentais, fase e modulagao, por uma fungédo exponencial.

3.5. Cromatografia em gel filtracao.

A cromatografia em gel filtragc&o foi feita utilizando uma coluna Superdex 75
HR 10/30 (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) conectada a um sistema
AKTA FPLC ou HPLC Purifier (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden). O perfil
cromatografico foi monitorado utilizando os comprimentos de onda de 280 nm
(absorcao do Trp) e 423 nm (banda de Soret, monitoramento da forma holo de
Mb). A coluna de gel filtracdo foi equilibrada com dois volumes de coluna do

tamp&o apropriado e que esta descrito na legenda da figura. As amostras de
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proteina (0,5 a 1,5 mg/mL) foram aplicadas na coluna e a eluigdo foi mantida a
uma taxa de 0,5 mL/min a temperatura ambiente. As massas moleculares
aparentes das proteinas em estudo foram avaliadas utilizando como referéncia um
padrdo de massa molecular também aplicado na coluna sob as mesmas
condi¢gdes. As proteinas contidas no padrdo de massa molecular foram as
seguintes: lisozima de clara de ovo de galinha (14,29 kDa), RNAse A | de
pancreas bovino (16,50 kDa), mioglobina de coragéo de cavalo (16,95 kDa) e BSA
- albumina de soro bovino (67,00 kDa) como informados pelo fabricante (Sigma).
Os reagentes utilizados nos experimentos séo de grau analitico. Adicionalmente, a
cromatografia em gel filtragao foi utilizada para eliminar as fragdes agregadas que

estdo presentes nas preparagdes das formas holo das permuteinas.

3.6. Desenovelamento térmico monitorado por CD.

O desenovelamento térmico dos mutantes Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA,
ligados ao grupo cianoheme, foi monitorado pelo sinal de CD em 222 nm. Nestes
experimentos, as proteinas foram diluidas para a concentragao final de 2 uM em
tampéao 10 mM fosfato de sédio pH 7,0. A variagdo de temperatura foi programada
para ocorrer de 20°C para 90°C a uma taxa de 1°C/min. Esta variacao foi feita
através de um controlador de temperatura NESLAB RTE Series (NESLAB)
acoplado a um sistema do tipo Peltier. As medidas de CD foram feitas utilizando
um espectropolarimetro J-810 (JASCO) e cubetas de 0,1 cm de caminho 6tico. Os
valores da temperatura de transicdo (Tm) foram calculados a partir da 12 derivada
aplicada sobre as curvas de desenovelamento térmico obtidas nestes
experimentos. Este tratamento matematico foi feito on-/ine utilizando o programa
de analise de dados da JASCO. Embora os desenovelamentos térmicos para as
mioglobinas selvagem e permutadas n&o sejam reversiveis, o qué restringe uma
analise termodinamica, esses valores de Tm foram utilizados como um parametro

inicial de comparagéao das estabilidades das formas holo destas mioglobinas.

3.7. Analise dos dados.
Os perfis de desenovelamento de proteinas, induzidos por uréia, foram

monitoradas por dicroismo circular (CD) e emissao de fluorescéncia dos Trps (FL)
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e foram uteis para a aquisicdo de parametros termodindmicos. Estes parametros
foram utilizados para as comparagdes das estabilidades entre as proteinas,
analisadas neste trabalho, e estdo detalhados nesta segédo. As analises destes
dados foram feitas utilizando o programa Origin® versao 6,1 (Microcal™).

A utilizagdo da variagdo da energia livre de Gibbs (AG), na auséncia de
desnaturante (AGDHZO), foi uma das alternativas para a comparagcdo da
estabilidade entre as proteinas. Esta variagao foi calculada através do método de
extrapolagdo linear utilizando os dados da pré e da pos-transicdo de
desenovelamento das proteinas, nos casos em que estes desnovelamento séo
reversiveis e em dois estados (Santoro e Bolen, 1988). Para tanto, considerou que
as transicbes N (estado nativo) - D (estado desnaturado) ou | (estado
intermediario) — D (estado desnaturado) podem ser descritas como um processo
do tipo tudo ou nada. Para simplificar o nosso raciocinio seguiremos apenas com
a transicdo N-D que também se aplica para a transicao I-D:

fn+ fo=1 (Eq. 06),

sendo fy e fp as fragcbes de proteinas nos estados nativo e desnaturado,
respectivamente. A partir desta consideracao utilizou-se a equagao de Gibbs, que
relaciona energia livre com a constante de equilibrio:

AG=-RTInK., (Eq. 07),
onde AG é a variagao de energia livre do processo, R é a constante universal dos
gases perfeitos, T é a temperatura absoluta (Kelvin) e K¢q € a constante de
equilibrio. A constante de equilibrio para o desenovelamento da proteina no
estado nativo pode ser calculada pela seguinte relagao:

Keq=fo/fn (Eq. 08)

Considerando a variavel y como um sinal experimental, que foi observado

pela sonda (no nosso caso: CD ou FL), utilizado para seguir o desenovelamento

da proteina (variavel com dependéncia linear):
(ynfn)+(yofo)=y (Eq. 09)

Keq=fo/fn=(yn-y)/(y-yb) (EQ. 10)
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Aplicando-se na equacado de Gibbs temos a variagdo da energia livre de
desenovelamento em fungdo de y para cada ponto dentro da zona de transi¢cao
(AGp):

AGo=-RTIn((yn-y)/(y-Yo)) (Eq. 11)

Tanto a pré-transi¢cao (N-estado nativo), quanto a pés-transicéo (D-estado
desenovelado) podem ser descritas por equacdes de retas:

yn=my[U]l+y°\ (Eq. 12)

yo=mp[Ul+y’ (Eq. 13)
onde yn € yp sao as variaveis da pré e poés-transicédo, respectivamente, que sao
fornecidas experimentalmente pelo sinal da sonda, em fungédo da concentragao de
desnaturante utilizada ([U]). yON e yOD sao os valores obtidos pelo sinal da sonda
quando a proteina esta nos estados nativo e desnaturado, respectivamente e my e
mp representam as inclinagdes destas equacgdes de reta.

Este raciocinio pode ser extrapolado para a zona de transi¢cdo. Portanto,
combinando as equagdes 10, 11, 12, 13 e 14 e utilizando-se a inclinagao da reta,
obtida em um grafico de AG’, (kcal/mol) versus concentracédo do desnaturante [U]
(Eq. 14), como valor de m temos que:

Keq=(yn-y)/(y-yo) (Eq. 10)
yn=my[U]l+y%\ (Eq. 12)
yo=mp[U]+Yy’s (Eq. 13)

AG®p=AGp"™?°-m[U] (Eq. 14)
A Eqg. 11 combinada com a Eq. 14 temos:

-RTIn((yn-y)/(y-yp))=AGp"?°-m[U] (Eq. 15), que combinada com as Egs. 12

e 13 temos a seguinte dedugéo:
-RTIn(((m\[U]+yn)-y)/(y-(mo[U]+Yy°p)))= AGp"*°-m[U]
exp-((AGp"2/RT)- (m[UJ/RT))= (((MN[U]+yN)-y)/(y-(mp[U]+y°p)))
y-exp-((AGp"*’-m[U])/RT))+y=((mn[U]+y’n)+(mo[U]+y’p)).exp-(AGp"*-

m[U])/RT)
y=[((MN[UT+y n)+(mo[U]+y°p))exp-(AGo"*’-m[U])/RT))/[1+ exp-((AGo"*-
m[U])/RT))] (Eq. 16),
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onde AGPh0 é a variacdo de energia na auséncia de desnaturante, R é a
constante universal dos gases e T € a temperatura na qual o experimento foi
realizado.

A Eq. 16 foi utilizada para ajustar as curvas de enovelamento para definir os
parametros de AGPhz0 (kcal/moL), de m (kcal/moL.M), constante considerada
como um grau de exposi¢cado da proteina ao desnaturante (Tanford, 1968), e de
Cm que é a concentracdo molar de desnaturante na metade da transicdo, onde a

metade da populacéo de proteinas esta desenovelada.
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4. RESULTADOS.

4.1. Clonagem dos mutantes de delecao (Mbi.123 € Mb1.g9), de permutacao
com delecao (Mb-HAB_F) e de permutacoes circulares (Mb-B_GHA e Mb-
C_GHAB).

Os cDNAs dos mutantes Mbq.123, Mb1.99 € Mb-HAB_F foram clonados em
vetores de expressao pT7-7a, enquanto que os cDNAs dos mutantes Mb-B_ GHA
e Mb-C_GHAB foram clonados em vetores de expressao pET3a. A clonagem
correta e a exatiddo das mutagcdes foram confirmadas pelo sequienciamente de
DNA.

4.2. Expressao e purificacao das proteinas mutantes.

4.2.1. Mby.123. Os resultados da expresséo, da purificagdo e da caracterizagdo
deste mutante de delegéo da hélice H (Fig. 6 A e B) estdo descritos em:
Ribeiro-dunior, E. A., Regis, W. C. B., Tasic, L. and Ramos, C. H. I. (2003) Fast
purification of the Apo form and a non-binding heme mutant of recombinant

sperm whale myoglobin. Protein Expres. Purif. 28, 202-208 (anexo, item 9.1).

4.2.2. Mb;.g9: Este mutante corresponde a delecdo das hélices G e H (Fig. 6 A) e
foi expresso em grandes quantidades em BL21(DE3), tanto a 37°C quanto a 42°C,
ap6s 3 h da adicdo de IPTG para a concentragao final de 0,4 mM. Esta inducéo
nao produziu uma cor marrom avermelhada no sedimento bacteriano como foi
observado nas indugdes de MbWT a 37°C (ligagdo do grupo heme durante a
expressao de mioglobina). Esta proteina mutante apresenta massa molecular de
11,3 kDa, é soluvel em agua até a concentragdo final de 10 mg/mL e apds a

purificagdo apresenta grau de pureza superior a 95% (Fig. 6 B).

4.2.3. Mb-HAB_F: Este mutante de permutacao linear com delegao (15,2 kDa)
possui a hélice H na extremidade N-terminal (primeiro residuo — Ala125) que esta
ligada ao restante das hélices (A até F — ultimo residuo 11e99) por quatro pares de
serinas e glicinas (Fig. 6 A). Adicionalmente, este mutante ndo possui a hélice G

na sua composi¢cdo. Este mutante foi expresso em grandes quantidades em
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BL21(DE3)pLysS, apds 3 h de inducgéo tanto a 37°C quanto a 42°C, na presencga
de IPTG 0,4 mM ou lactose 36 g/L. Esta indugéo n&o apresentou uma coloragao
marrom avermelhada no precipitado de bactéria como foi observado para as
inducdes de MbWT. A maxima expressao alcangada a 42°C encontrou-se entre 5
e 16 horas de indugdo, como foi observado para MbWT, formando corpos de
inclusdo. Esta proteina foi purificada, via corpos de inclusdo, com um grau de
pureza superior a 95% (Fig. 6 C) e na forma apo. Esta apoproteina é soltuvel em

agua até a concentracao de 1,8 mg/L.

4.2.4. Mb-B GHA e Mb-C GHAB: O mutante Mb-B_GHA (19,7 kDa) possui a

hélice A localizada na extremidade C-terminal (primeiro residuo Ala19) que esta

ligada ao restante das hélices (B até H — ultimo residuo Glu18) de MbWT por
quatro pares de serinas e glicinas (Fig. 6 A). O mutante Mb-C_GHAB (19,7 kDa)
possui as hélices A e B como sequéncias C-terminais (primeiro residuo Ser35)
que estao ligadas ao restante das hélices (C até H — ultimo residuo Lys34) de
MbWT por quatro pares de serinas e glicinas (Fig. 6 A). Estas permutaces N-
terminais, Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB, foram expressas em grandes quantidades
em BL21(DE3)pLysS. A expressdo atingiu seu maximo apos 16 horas de inducao
sem distingao significativa entre as temperaturas (37°C ou 42°C) e os indutores
(IPTG 0,4 mM ou lactose 36 g/L) empregados no processo. As expressdes das
permutacdes promoveram um acumulo destas proteinas em corpos de inclusao
que foram purificadas na forma apo, com grau de pureza superior a 95% (Fig. 6
C). Estas permuteinas s&do soluveis em agua em concentragcbes de

aproximadamente 5 mg/mL.

4.3. Caracterizacao espectroscopica dos mutantes de delecao das hélices
GH (Mb.99) e de permutacao linear (Mb-HAB_F) em pH fisiologico.

4.3.1. Dicroismo circular.
A Figura 7 A mostra a caracterizagao da estrutura secundaria das formas

apo e holo (CN’) das mioglobinas selvagem (MbWT), mutante de delecdo das
hélices GH (Mbq.99) € mutante de permutagéo linear com delegao da hélice G (Mb-
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HAB_F) que foi inspecionada através dos espectros de dicroismo circular (CD). Os
espectros de CD foram adquiridos na regido do ultravioleta distante. Os espectros
de CD foram registrados como elipticidade molar residual ([6]) em funcdo do
comprimento de onda entre 200 e 260 nm. O espectro de CD de ApoMbWT
apresenta minimos de elipticidade em 208 nm e em 222 nm como esperado para
uma proteina com estrutura secundaria em que estruturas em a-hélices sao
predominantes (Fig. 7 A). O espectro de CD para ApoMb-HAB_F apresenta
minimos de elipticidade molar nas mesmas regides que foram descritas para a
ApoMbWT, enquanto o espectro de ApoMb1.gg apresenta um minimo em 206 nm e
outro em 218 nm que neste caso € pouco proeminente (Fig. 7 A). As [0]222 médias
de ApoMbWT, de ApoMb1.g9 € de ApoMb-HAB_F foram de -18.000 deg.cm2.dmol'
' -5.500 deg.cm®.dmol™ e de -8.900 deg.cm?.dmol™, respectivamente (Tabela 2).
As porcentagens de a- hélices (fy) calculadas pelo método de Chen et al. (1974)
para a ApoMbWT, para a ApoMbq.g9 € a ApoMb-HAB_F foram de 65%, de 30% e
de 39%, respectivamente (Tabela 2). A ApoMbq.g9 apresenta redugdes de 35% e
de 54% nas estruturas primaria e secundaria, respectivamente, em relagcao aos
valores destes parametros da ApoMbWT, enquanto que a ApoMb-HAB F,
também comparada a ApoMbWT, apresenta redugdes de 10% e de 40% nas
estruturas primaria e secundaria, respectivamente. A ligagdo do grupo heme
promoveu um aumento na quantidade de estrutura secundaria da MbWT em torno
de 30% (Fig. 7 A e Tabela 2). A inspegdo dos espectros de CD das proteinas
mutantes mostra que as adi¢gdes do grupo heme e do ligante cianeto (CN’) nao
foram suficientes para recuperar totalmente a perda de estrutura (Fig. 7 A). O
espectro de ApoMbqg na presenca de cianohemina (CN°) apresenta varias
alteragoes, tais como: deslocamento do Anmin de 206 nm para 208 nm, formacao de
Amin Mais proeminente em 222 nm e aumento da porcentagem de a- hélice,
calculada pelo método de Chen et al. (1974), de 30% (ApoMb1.g9) para 37%
(cianoMby.g). A ApoMb-HAB_F apresenta uma [6]22 de -8.900 deg.cm?.dmol™ que
se tornou mais negativa (-12.000 deg.cm®.dmol™) apoés a adigdo do grupo heme
(Tabela 2), sendo que a fu, que foi calculada segundo método de Chen et al

(1974), aumentou de 39% na forma apo para 48% na forma holo (Fig. 7 A). Na
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proteina selvagem, estes valores de fy foram de 65% ([0]22 -18.000
deg.cm?.dmol™) para a forma apo e de 85% ([0]222 -25.000 deg.cm®.dmol™) para a

forma holo (Tabela 2).

4.3.2. Absorbancia.

A coordenagdo do grupo heme nas Mbs selvagem e mutantes foi
monitorada pelo espectro de absorgdo na banda de Soret (Fig. 7 B). A ApoMbWT
ligou heme como verificado pelo deslocamento do Ansx de absor¢ao da hemina
livre de 395+0,5 nm para Amax de 408+0,5 nm (Tabela 2). Este pico maximo de
absorgdo em 408 nm se deslocou para 422 nm apoés a adi¢ao do ligante CN" (Fig.
7 B). A coordenagao do grupo heme em ApoMbq.g9 deslocou 0 Amsx de absor¢ao
de 395+0,5 nm (heme livre — Fig. 7 B) para 414+0,5 nm (holoMb1.g9) (Tabela 2). A
adicdo de CN" na solugdo de holoMb1.g9g ndo promoveu o deslocamento do Amax de
absor¢ao para um comprimento de onda similar ao documentado para a MbWT
(Fig. 7 B). Adicionalmente, a solubilidade de holoMbi.g9 foi dependente da
concentragcdo de proteina utilizada, sendo que ela foi comprometida quando se
trabalhou com concentragbées superiores a 20 uM de proteina, pois uma grande
quantidade de proteina precipitou. A holoMb-HAB_F apresenta um pico maximo
de absorcdo em 4155+0,5 nm. A adicdo do ligante CN° promoveu um
deslocamento do comprimento de onda de absor¢do maxima de 415,5+0,5 nm
para 417,5+0,5 nm (Fig 7 B).

4 .3.3. Cromatografia em gel filtracgo.

As massas moleculares aparentes de Mbig9 € de Mb-HAB_F nas formas
apo e holo (CN’) foram estimadas através da cromatografia de gel filtragcdo em
tampdo 50 mM fosfato de sédio pH 7,0 contendo 150 mM NaCl (Fig. 8). Os
resultados foram avaliados em termos de valores de pico maximo de volume de
eluicdo que foram convertidos em valores de massa molecular aparente. Para
ApoMbi.g9, a massa molecular aparente que foi calculada a partir destes
experimentos foi de aproximadamente de 67,0 kDa (Fig. 8). Este valor de massa

molecular aparente e o perfil global do volume de eluicdo desta proteina nao se
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modificaram mesmo apds a reagdo com o grupo cianoheme (CN’) [Fig. 8]. A forma
apo de Mb-HAB_F apresentou um cromatograma, onde o pico maximo
corresponde ao de uma proteina com massa molecular aparente de
aproximadamente 27 kDa (Fig. 8). Apds a adigao do grupamento cianoheme (CN”
), estas amostras de proteinas passaram a apresentar dois picos de volume de
eluicdo. As massas moleculares aparentes que foram calculadas a partir destes
dois picos foram de 41 kDa e de 19 kDa (Fig. 8).

A tendéncia a agregacédo também pode ser constatada na forma apo da
mioglobina selvagem que apresenta dois picos maximos de eluicdo que
convertidos em valores de massa molecular aparente resultam em
aproximadamente 17 kDa (forma monomeérica) e 35 kDa (forma dimérica) [Fig. 8].
Essa massa molecular aparente da fragdo monomérica corresponde a estimada
pela seqléncia primaria da proteina (Fig. 8). Em contrapartida a holoMbWT
apresenta um perfil de eluicdo com um pico maximo de eluicdo que se refere a

uma proteina de massa molecular aparente de 16 kDa (Fig. 8).

4.4. Caracterizacao espectroscopica dos mutantes de permutacao circular
(Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB) em pH fisioldgico.

4.4 1. Dicroismo circular.
Os mutantes de permutagcdo circular, Mb-B_ GHA e Mb-C_GHAB,

apresentam espectros de CD, na regido do ultravioleta distante, de uma proteina

que tem sua estrutura secundaria formada por a-hélices (elipticidade com minimos
em 208 nm e em 222 nm) [Fig. 9 A]. As adi¢cdes do grupo heme mais cianeto (CN’)
promoveram um aumento nos valores de [0]x2 de -12.400 deg.cm®.dmol” (fy =
48%) para -23.600 deg.cm?.dmol™ (f = 82%) para a Mb-C_GHAB e de -11.700
deg.cm?.dmol™ (f4 = 46%) para -24.800 deg.cm?®.dmol™” (fy = 84%) para a Mb-
B_GHA, enquanto que para MbWT os valores destes parametros de estrutura
secundaria aumentaram de —18.000 deg.cm?®.dmol™” (fy = 65%) para —25.000

deg.cm?.dmol™ (f4 = 85%). A ligagdo do grupo heme nas apoproteinas mutantes
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foi capaz de restabelecer a estruturagdo secundaria destas permuteinas ([0]222 €

fu, Tabela 2) para uma estruturagdo semelhante a observada para a holoMbWT.

4.4.2. Absorbancia.

A ligagao e a coordenacgao do grupo heme mais ligante (CN’) nos mutantes
de permutacao circular foram monitoradas através dos espectros de absorcdo na
banda de Soret (Fig. 9 B). A reagédo entre o grupo heme e ApoMbWT promoveu
um deslocamento da absor¢gao maxima de 394 nm (Heme livre, Fig. 9 B) para 409
nm (espectro ndo apresentado) que apds a adi¢do do ligante cianeto (CN) se
deslocou para 422 nm (Fig. 9 B). O pico de absor¢cdo maxima em 422 nm foi
aproximadamente 3 vezes mais intenso que a absorcdo em 280 nm (triptofano).
Houve, também, modificagdes em mais duas bandas de absor¢do. A banda gama
com um pico em 360 nm, que é mais definido que no espectro do heme livre, e a
banda na regido Q (500-600 nm) com picos de absor¢gdo que variaram entre os
comprimentos de onda em 534 e 540 nm. Estas caracteristicas foram comuns

entre as mioglobinas selvagem e mutantes de permutagéo circular (Fig. 9 B).

4.4.3. Cromatografia em gel filtracdo.
As massas moleculares de Mb-C_GHAB e de Mb-B_GHA (formas apo e

holo) foram avaliadas através da cromatografia de gel filtragdo em tampao 50 mM

fosfato de sodio pH 7,0 contendo 150 mM NaCl (Fig. 10). Nestas condig¢des, as
amostras da forma apo de Mb-C_GHAB apresentaram perfis de volume de eluicédo
com um pico maximo de eluicao referente a uma proteina com massa molecular
aparente de aproximadamente de 67 kDa (Fig. 10). Este valor de massa molecular
aparente é aproximadamente 3 vezes maior que a de Mb-C_GHAB que foi
calculada pela composigdo de aminoacidos (19,7 kDa). Para as amostras de Mb-
B_GHA (forma apo), os perfis de eluicdo ndo apresentaram sinal detectavel de
Azgo (perfil ndo apresentado na Figura 10) provavelmente devido a interagao da
proteina com a resina da coluna de gel filtragdo, mesmo com a presencga de NaCl
150 mM, ou a formagédo de agregados com massas moleculares superiores a
ponto de impedir a entrada destas moléculas na coluna. Contudo, quando as

formas holo destas permuteinas s&o avaliadas, os cromatogramas mostram
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valores de volume de pico maximo de eluicdo que coincidem com o volume de
eluicdo de MbWT na forma holo (Fig. 10).

4.5. Caracterizacao espectroscopica da forma apo dos mutantes de
permutacao circular (ApoMb-B_GHA e ApoMb-C_GHAB) em diferentes pHs.

4 .5.1. Dicroismo circular.

Os espectros de CD das formas apo dos mutantes de permutacao circular,
ApoMb-C_GHAB e ApoMb-B_GHA, em condigbes fisiologicas e da ApoMbWT em
condicoes fisiologicas e em pH 4,1 (formacg&o do intermediario) sao apresentados
juntos para efeito de comparacéo (Fig. 11). As elipticidades molares em 222 nm
([0]222) em média foram de —12.400 deg.cm®.dmol™” para ApoMb-C_GHAB e de -
11.700 deg.cm?.dmol™” para ApoMb-B_GHA que foram valores menores do que o
valor apresentado para a ApoMbWT em pH 4, —14.000 deg.cm?.dmol™” (Fig. 11). A
reducdo dos valores de pH de 6,5 para 4,1 s6 n&o alterou significativamente a
elipticidade molar do mutante de permutagado das hélices AB (ver adiante). Estes
valores de [0]222 juntamente com as porcentagens de a-hélices, calculadas pelo
meétodo de Chen et al (1974), estdo mostradas na Tabela 3 para as principais
faixas de pH (pH 7,0; 4,2; 3,4 e 2,0).

4 5.2. Fluorescéncia estatica dos triptofanos.

Os espectros de emissao de fluorescéncia de ApoMbWT, ApoMb-C_GHAB
e ApoMb-B_GHA em funcao do pH estdo mostrados na Fig. 12. A inspecao destes
espectros mostra que os comprimentos de onda de emissdao maxima de
fluorescéncia das permutagdes em pH 7,0 coincidem com o comprimento de onda
de emissdo maxima de fluorescéncia da ApoMbWT em pH 4,1 (Fig. 12 A e Tabela
3 - ver também os valores de centro de massa espectral). Adicionalmente, os
valores das intensidades de emissédo de fluorescéncia maxima destes mutantes
sao aproximadamente 10% menores que a intensidade de emissdo maxima de
fluorescéncia do intermediario da proteina selvagem (pH 4) e s&o 20% maiores
que a intensidade de emissao de fluorescéncia da proteina selvagem em pH 7

(Fig. 12 A). Estes valores de intensidade de emiss&o de fluorescéncia diminuiram
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cerca de 30% para ApoMb-B_GHA e cerca de 50% para ApoMb-C_GHAB, em
relacéo ao valor de intensidade de emissao maxima da proteina selvagem em pH
4,1, quando os pHs das amostras foram alterados de 7 para 4,1 (Fig. 12 B). Estas
mudancas de valores de intensidade de emissdo de fluorescéncia ocorreram
conjuntamente com um ligeiro deslocamento dos comprimentos de onda maximo
de emisséao de fluorescéncia e dos centros de massa espectral (Tabela 3). Estes
experimentos demonstraram que os triptofanos nos mutantes de permutacao
circular em pHs 7 e 4,1 se encontram em um ambiente mais parecido ao dos

triptofanos da ApoMbWT em pH 4,1 do que em pH 7.

4 5.3. Tempo de vida de fluorescéncia dos triptofanos.

Os tempos de vida de fluorescéncia de ApoMbWT e mutantes de
permutacao circular, ApoMb-C_GHAB e ApoMb-B GHA, foram medidos para a
obtencédo de mais informagdes sobre o ambiente dos residuos de triptofano (Trp)
nos diferentes pH (Tabela 4). Nestes experimentos, os Trp de ApoMb-C_GHAB e
ApoMb-B_GHA, em pHs 7 e 4, apresentaram componentes de tempo de vida
longo (t1 € f1) e curto (12 e f2) semelhantes aos apresentados pelos Trp da
ApoMbWT quando em pH 4 (Tabela 4). Esta similaridade foi melhor evidenciada
quando se observou os valores de tempo de vida de fluorescéncia médio, onde 14,
fi1e 12, f2 foram avaliados em conjunto. As diferencas de tempo de vida médio
foram significativas quando a comparagao foi feita entre as proteinas mutantes e
proteina selvagem em pH 7 ou em pH 2. As curvas de decaimento do tempo de
vida de fluorescéncia foram melhor ajustadas por uma funcédo bi-exponencial
seguindo uma distribuicdo discreta, onde foram encontrados valores de 3 < 10. A
aplicacdo de uma fungdo mono exponencial gerou valores de %2 pelo menos 10
vezes maiores do que os encontrados anteriormente, mesmo quando se utilizou
uma distribuicao estatistica diferente da discreta, como a distribuicdo Lorentziana
por exemplo. O emprego de uma fungdo tri-exponencial n&o reduziu
significativamente os valores de y? e ainda gerou um terceiro componente de
tempo de vida (t3 e f3) com valores de 13 inferiores a 0,5 ns. Os valores de % < 10

foram considerados apropriados uma vez que os valores de tempo de vida de
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fluorescéncia observados para ApoMbWT estavam em acordo com os dados da
literatura para esta proteina (Tcherkasskaya et al., 2000a). Neste caso, os altos
valores de y% que foram encontrados nos nossos experimentos, pode ter uma
explicagcdo baseada na baixa quantidade de frequéncias (12 frequéncias diferentes
dentro do intervalo de 4-200 MHz) que foram utilizadas para se fazer os ajustes
das curvas de fase-modulacédo em funcgéo da frequéncia (como exemplo Fig. 5 em

Material e Métodos).

4.6. Desenovelamento em meio acido de ApoMbWT, ApoMb-B_GHA e
ApoMb-C_GHAB.

As curvas de monitoramento do desenovelamento em meio acido obtidas
por CDyy, e pela emissao de fluorescéncia do Trp estdo mostradas nas Figuras 13

e 14, respectivamente.

4.6.1. Dicroismo circular.

A curva de desenovelamento em meio acido de ApoMbWT, monitorada por
CDyy2, apresenta um comportamento do tipo trés estados que possui uma regiao
de pré-transicdo entre os pH 6,4 e 5,6, onde os valores de [0],22 permanecem
praticamente estaveis, que € seguida por uma regido de transicdo entre os pHs
5,4 e 4,15, onde o valor da [0]222 reduz a medida que o valor de pH reduz até pH
4,15. Em torno deste pH ocorre uma estabilizagcdo nos valores de [0],22 com a
formacgao do intermediario, e a partir de pH 3,7 uma nova regido de transicao €
observada, onde o valor de [0]222 reduz a medida que o valor de pH reduz até pH
2,4 (Fig. 13). A ApoMb-C_GHAB ¢ praticamente insensivel ao desenovelamento
em meio acido (Fig. 13), mas a adicao de um agente caotrépico como a guanidina-
HCI, na concentracdao de 6 M (pH 6), foi capaz de promover o desenovelamento
total desta proteina ([0]o22, Tabela 3). A ApoMb-B_GHA foi insensivel ao
desenovelamento em meio acido até o pH 3,5, sendo entdo desenovelada com um
perfil semelhante ao da proteina selvagem (Fig. 13). O tratamento destas
amostras com NaCl 30 mM mudou o perfil do desenovelamento desta proteina
tornando-a semelhante a ApoMb-C_GHAB na auséncia ou na presenca de 30 mM
NaCl (Fig. 13).
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A variacdo de pH de 6,7 para 2,4 promoveu uma redugao nos valores de
[0]222 de —20.000 deg.cm?.dmol™ para —7.000 deg.cm?.dmol™ para a ApoMbWT de
—12.000 deg.cm?.dmol™ para —9.000 deg.cm?.dmol™ para ApoMb-C_GHAB e de —
10.000 deg.cm?.dmol™’ para —6.000 deg.cm®.dmol™ para ApoMb-B_GHA (Fig. 13).

4.6.2. Fluorescéncia estatica dos triptofanos.

O efeito da variagdo de pH sob o ambiente dos triptofanos das duas
permuteinas (Fig. 14 A), que foi avaliado pela modificagdo na intensidade de
emissao de fluorescéncia em 330 nm, pode ser dividido em trés partes de acordo
com: (1) entre os pHs 7 e 5, ocorre redugdo na intensidade de emisséo de
fluorescéncia com a redugao nos valores de pH; (2) entre os pHs 5 e 4, ocorre
uma estabilizagédo da intensidade de fluorescéncia e (3) entre os pHs 4 e 2, ocorre
um aumento na intensidade de fluorescéncia (Fig. 14 A). A diferengca entre as
permuteinas, nestes experimentos, estd na magnitude da intensidade de
fluorescéncia observada. A ApoMb-C_GHAB apresenta uma maior supressédo na
intensidade de emissao de fluorescéncia do que ApoMb-B_GHA quando o pH vai
de 7 para 4 (Fig. 14 A). Na ApoMbWT, a intensidade de fluorescéncia descreve
um comportamento quase que inverso ao observado para as permuteinas (Fig. 14
A, grafico inserido). A ApoMbWT apresenta uma estabilizagdo na intensidade de
emissao de fluorescéncia entre os pHs 7 e 5, entre os pHs 5 e 4 ocorre um
aumento significativo na intensidade de emissao de fluorescéncia que se estabiliza
em pH 4 e que é seguido por um decréscimo nesta intensidade, para valores
préximos aos encontrado entre os pHs 7 e 5, a medida que os valores de pH
diminuem (pH 4 para 2).

A emissado de fluorescéncia dos triptofanos, quando foi avaliada pelas
mudangas ocorridas no centro de massa espectral (Fig. 14 B), mostrou que
ApoMb-B_GHA apresenta uma curva de desenovelamento bem mais cooperativa
do que a de ApoMb-C_GHAB. O desenovelamento de ApoMb-B_GHA apresentou
uma regido de pré-transicdo, onde os valores de centro de massa espectral se
mostraram estaveis frente a variacdo de pH de 7 para 5. Esta pré-transicao foi
seguida por uma regiao de transi¢ao entre os pHs 5 e 3, onde os valores de centro

de massa espectral aumentaram (deslocamento para comprimentos de onda

38



maiores) a medida que o valor de pH diminui (desenovelamento cooperativo), e
por uma regidao de pos-transicdo que mostra uma estabilizagdo nos valores de
centro de massa espectral. Para a ApoMb-C_GHAB, a curva de desenovelamento
apresentou uma regiao de pré-transicdo entre os pHs 7 e 5, seguida de uma
regiao de transicao até pH 2,4 e pos-transigao apos este valor de pH. Na regido de

transicao aparentemente uma espécie foi estabilizada em pH préximo de 3,5.
4.7. Desenovelamento induzido por uréia, das formas apo dos mutantes de
permutacao circular Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB em pH 4, monitorado por CD

e pela emissao de fluorescéncia dos triptofanos.

4.7.1. Fluorescéncia estatica dos triptofanos.

A fluorescéncia dos triptofanos de ApoMb-C_GHAB em pH 4, monitorada
em 330 nm (Fig. 15 A), mostra um aumento na sua intensidade quando a
concentracao de uréia aumenta de 0 para 1,5 M e a partir desta concentragéo o
valor da intensidade de emissao fluorescéncia sofre um decréscimo a medida que
a concentracdo de uréia aumenta até 4 M, quando a proteina esta praticamente
desenovelada (Fig. 15 A). Na ApoMb-B_GHA, a intensidade de emissdo de
fluorescéncia na auséncia de uréia apresenta valor similar a da ApoMb-C_GHAB
em uréia 1,5 M. No entanto, essa intensidade praticamente ndo muda entre as
concentragcées de 0 a 1,1 M. A partir desta concentracido de uréia ocorre um
decréscimo mais abrupto nesta intensidade a medida que a concentragao de uréia
aumenta até 4 M que é quando a proteina esta desenovelada (Fig. 15 A). Nas
mesmas condigcdes, a ApoMbWT apresentou um perfil de desenovelamento
diferente do observado para as permuteinas (Fig. 15 A e B). A intensidade de
fluorescéncia de ApoMbWT decresce progressivamente quando a concentragao
de uréia vai de 0 para 2 M, quando a proteina esta desenovelada (Fig. 15 B). Uma
maior estabilizacdo da ApoMbWT em pH 4 ocorre apdés a adicdo de NaCl 30 mM,
onde a intensidade de fluorescéncia aumenta quando a concentragao de uréia vai

de 0 para 0,5 M. A partir deste valor ocorre um decréscimo nesta intensidade de
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emissédo de fluorescéncia até 3 M de uréia, quando a proteina selvagem esta
desenovelada.

4.7.2. Dicroismo circular.
O desenovelamento de ApoMb-C_GHAB monitorado por CD (Fig. 16)

apresenta uma curva que possui uma regido de pré-transigao entre 0 e 1 M de

uréia, onde ndo ocorre variagao no valor da [0]22, que € seguida por uma regiao
de transigao entre 1 e 3,5 M de uréia e finalmente uma regido pos-transicional de
desenovelamento que inicia a partir 3,5 de uréia. A curva de desenovelamento de
ApoMb-B_GHA mostra que esta proteina desenovela progressivamente a medida
que a concentracdo de uréia aumenta de 0 para 3,5 M e a partir desta
concentragcao de uréia ocorre a estabilizacdo dos valores de [0]222. Na proteina
selvagem também é possivel observar apenas a transigdo de desenovelamento
que ocorre progressivamente a medida que concentragcdo de uréia aumenta de 0

para 2 M, quando a proteina se encontra desenovelada.

4.7.3. Estrutura secundaria x terciaria.
A cooperatividade entre as mudancgas das estruturas secundaria e terciaria

das permuteinas foi monitorada através da sobreposicdo dos dados de [0],22 e de
centro de massa dos espectros de fluorescéncia do triptofano, respectivamente,
em fungdo de concentragbes crescentes de uréia em pH 4 (Fig. 17). Estas
analises mostraram que as curvas de desenovelamento monitorado pelas sondas
de estruturas secundaria e terciaria de ApoMb-B_GHA nao se sobrepdem (Fig. 17
A). Nesta comparagéo é possivel observar que os valores de [0],22 sofrem redugao
a partir de uréia 0,025 M, enquanto os valores de centro de massa dos espectros
de fluorescéncia sofrem deslocamento para comprimentos de ondas maiores
(exposicao dos triptofanos) somente a partir de uréia 1 M. Isto mostra que a
estrutura secundaria de ApoMb-B_GHA sofre modificacbes antes das
modificacbes da estrutura secundaria. Em contrapartida, as curvas de
desenovelamento monitorado pelas sondas de estruturas secundaria e terciaria de

ApoMb-C_GHAB possuem otima sobreposicado (Fig. 17 B). Estas curvas foram
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analisadas pelo método de Santoro e Bolen (1988) para obtencdo dos dados
termodinédmicos deste desenovelamento (Tabela 5). A Tabela 5 resume alguns
parametros termodinamicos das mioglobinas selvagem e mutantes de permutagao
circular, que foram obtidos através dos tratamentos matematicos das curvas de
desenovelamento induzido por uréia (formas apo em pH 4,0 — estado intermediario
de ApoMbWT), monitoradas por CD e FL, e das curvas de desenovelamento
térmico destas proteinas no estado nativo (forma cianoheme) pH 7,0, monitoradas
por CD. De forma geral, a comparagao dos valores de Cm mostra que em pH 4
ApoMb-C_GHAB é mais estavel que ApoMb-B_GHA que por sua vez é mais
estavel que ApoMbWT (tanto na auséncia quanto na presenca de 30 mM de
NaCl). Esta situagdo se inverte quando as formas cianoheme (pH 7,0) séo
avaliadas [veja Tm (°C), Tabela 5].
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Figura 6 — A) Representacao esquematica da seqiiéncia de hélices da
mioglobina selvagem e dos mutantes de delecao e de permutacao. MbWT,
mioglobina selvagem. Mb1.123 € Mbq.99, mutantes de delegcao das hélices H e GH,
respectivamente. Mb-HAB_F, mutante de permutacdo da hélice H para a
extremidade N-terminal com delegdo da hélice G. Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB
mutantes de permutacéo das hélices A e AB, respectivamente, para a extremidade
C-terminal. As hélices sao representadas por retangulos e estdo nomeadas de A
até H (Takano, 1977) sendo que as hélices A, B, G e H que estdo envolvidas na
formacao dos intermediarios da via de enovelamento de ApoMb estao destacadas
pelas cores vermelha, amarela, ciano e verde, respectivamente. Os residuos que
conectam as hélices estdo representados por tragos. (SG)s representa quatro
pares de serinas e glicinas em série que conectam a hélice H a hélice A nas
permutacdes. B) Purificacao das mioglobinas selvagem (MbWT), e mutantes
de delecao da hélice H (Mb,.123) e das hélices GH (Mb.g9) confirmada por
SDS-PAGE (gel de separacao - 15%) corado com Coomassie blue R. Perfil 1,

amostra de padrao de massa molecular (GIBCO) com algumas das massa
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moleculares especificadas a esquerda em kDa. Perfil 2, amostra de ApoMbWT (17
kDa - 153 residuos). Perfil 3, amostra de ApoMb1.123 (14,1 kDa - 123 residuos).
Perfil 4, ApoMb1.g9 (11,3 kDa - 99 residuos). C) Purificacao das mioglobinas
mutantes de permutacao circular e mutante de permutacdao com delecao
confirmada por SDS-PAGE (gel de separacao - 15%) corado com Coomassie
blue R. Perfil 1, amostra de ApoMbWT (17 kDa - 153 residuos). Perfil 2, amostra
de ApoMb-C_GHAB (19,7 kDa - 162 residuos). Perfil 3, amostra de ApoMb-
B_GHA (19,7 kDa - 162 residuos). Perfil 4, amostra do padrdo de massa
molecular (Invitrogen) com algumas das massas moleculares especificadas a
direita (kDa). Perfil 5, amostra de ApoMb-HAB_F (15,2 kDa — 138 residuos).
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Figura 7 - Caracterizacao espectroscopica das formas apo e holo (CN’) das
mioglobinas selvagem, do mutante de delecao (Mbig) e de permutacao
linear com delecao (Mb-HAB_F). As proteinas foram diluidas para a
concentracao final de 2 uM em tampao 10 mM fosfato de sédio pH 7,0 e os
espectros adquiridos a 20 °C. Os espectros da forma apo estdo representados
pelas linhas pontilhadas, enquanto os da forma holo (CN") pelas linhas continuas.
As linhas sem simbolos representam o mutante de delegcédo das hélices GH (Mb+.
99). As linhas com retangulos abertos representam as amostras da permuteina da
hélice H para a extremidade N-terminal sem a hélice G (Mb-HAB_F), enquanto
que as linhas com triangulos abertos representam as amostras de mioglobina
selvagem (MbWT). A linha continua com circulos abertos representa o espectro do
grupo heme sem a adigao de proteina. A) Espectro de dicroismo circular entre
200-260 nm. A comparacéao dos espectros mostra a perda de estrutura secundaria
das formas apo e holo das proteinas mutantes em relagado a estas mesmas formas
da proteina selvagem. B) Espectro de absorcao entre 250 e 600 nm. A figura
mostra os espectros de absorgdo das formas holo (CN’) apresentando as regides
do triptofano (260-295 nm) e da banda de Soret (390-450 nm) e da banda Q (500
a 600 nm). Os espectros evidenciam a ligagéo e a coordenagao do grupo heme as
proteinas devido a intensa absorcdo nas bandas de Soret e Q. Estes espectros
foram normalizados para efeitos de comparagcdo e mostram que os espectros das

proteinas com delecdo ndo sdo semelhantes ao da proteina selvagem.
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Figura 8 - Cromatograma em gel filtracao das mioglobinas selvagem (MbWT),
mutantes da permutacao linear com delecao, Mb-HAB_F, e do mutante de
delecao Mbi.g9. As proteinas foram diluidas para a concentragéo final de 0,5
mg/mL em tampao 50 mM fosfato de sédio pH 7,0 contendo 150 mM NaCl. As
analises foram realizadas a temperatura 20°C utilizando um HPLC purifier
(Pharmacia) e uma coluna superdex 75 HR 10/30 (Pharmacia) equilibrada com o
mesmo tampéao de diluicdo das amostras de proteina. Os perfis de eluicdo das
amostras na forma holo (linha continua) foram monitorados medindo Agzso € Aszs
para observar a regiao dos triptofanos e da ligagédo do grupo heme (banda de
Soret), respectivamente. Apenas os dados de Asps foram utilizados para a
construcao do grafico (linha continua). Os perfis cromatograficos das amostras na
forma apo estdo representados pelas linhas tracejadas. As massas moleculares
preditas pela composicdo de aminoacidos estdo mostradas entre parénteses
enquanto que as massas aparentes, determinadas neste experimento, foram
calculadas utilizando os valores dos picos de volume de eluicdo das amostras em
referéncia aos picos de volume de eluicdo do padrdo de massa molecular que esta

descrito em Material e Métodos.
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Figura 9 - Caracterizacao espectroscopicas das formas apo e holo (CN’) das
mioglobinas selvagem e mutantes de permutacao circular (Mb-C_GHAB e
Mb-B_GHA). As amostras de proteinas foram diluidas para a concentragao final
de 2 uM em tampao 10 mM fosfato de sédio pH 7,0. Os espectros das formas apo
e holo (CN") foram adquiridos a 20 °C e estdo representados pelas linhas
pontilhadas e continuas, respectivamente. As linhas com circulos abertos
representam as amostras da permuteina das hélices AB (Mb-C_GHAB). As linhas
com circulos cheios representam as amostras da permuteina da hélice A (Mb-
B_GHA), enquanto que as linhas com triangulos abertos representam as amostra
de mioglobina selvagem (MbWT). A linha continua com circulos abertos
representa o espectro do grupo heme sem a adigdo de proteina. A) Espectro de
dicroismo circular entre 200-260 nm. A comparagcado dos espectros mostra a
perda de estrutura secundaria das apoproteinas mutantes em relagcdo a
apoproteina selvagem que, apos a adicdo do grupo heme, sdo capazes de
recuperar estrutura secundaria para uma estrutura semelhante a da proteina
selvagem. B) Espectro de absorcao entre 250 e 600 nm. O experimento mostra
apenas os espectros de absorgao das formas holo (CN’) apresentando as regides
do triptofano (260-295 nm) e da banda de Soret (390-450 nm) e da banda Q (500-
600 nm). Os espectros evidenciam a ligagdo e a coordenagédo do grupo heme as
proteinas dado a intensa absorcao nas bandas de Soret e Q. Os espectros foram
normalizados para efeitos de comparagcdo e mostram que as mioglobinas
(selvagem e mutantes) apresentam as mesmas caracteristicas de ligagdo e de
coordenacgédo do grupo heme. O espectro do grupo heme livre de proteina esta

representado pela linha tracejada.
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Figura 10 - Cromatograma em gel filtracao das mioglobinas selvagem e
mutantes de permutacao circular. As amostras de proteinas foram diluidas para
a concentragao final de 0,5 mg/mL em tampao 50 mM fosfato de sédio pH 7,0
contendo NaCl 150 mM. As corridas cromatograficas foram realizadas a
temperatura 20°C utilizando um HPLC purifier (Pharmacia) e uma coluna superdex
75 HR 10/30 (Pharmacia) equilibrada com o mesmo tamp&o de diluicdo das
amostras de proteina. Os perfis de eluicdo das formas holo (linhas continuas)
foram monitorados utilizando Azgo € A423 para observar a regido dos triptofanos e
da ligagdo do grupo heme (banda de Soret), respectivamente. Apenas os dados
de Ay4y3 foram utilizados para a construgao do grafico. Os perfis cromatograficos da
amostra na forma apo estdo representados pelas linhas tracejadas e foram
monitorados utilizando Ajgp. As massas moleculares aparentes, determinadas
neste experimento, foram calculadas utilizando os valores de eluicdo das amostras
em referéncia aos de eluigdo do padrao de massa molecular que esta descrito em
Material e Métodos. As massas moleculares esperadas estdo mostradas entre

parénteses.
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Tabela 2- Parametros biofisicos das mioglobinas selvagem (WT) e mutantes
de delecoes e de permutacao em pH fisioldgico.

Proteina [6]222 fu (%) | <As® Asoret | Asorer2s0 | 8-Banda | Banda Q
(deg.cm®.dmol™) (nm) Amax (nm) (nm)
(nm)

ApoMbWT -18.000 65 338 - - - -
MbWT (H,0) NR® 85 - 408 5,0 NR NR
MbWT (CN) -25.000 85 - 422 3,2 358 540

ApoMb.;2; -2.800 20 345 - - - -
Mb.123 (H20) N&o liga heme - - - - - -
Mb,.123 (CN’) Nao liga heme - - - - - -

ApoMb.q9 -5.500 30 343 - - - -
Mb_g9 (H20) -6.600 37 NR 415 3,8 NR NR
Mb.go (CN) -6.600 37 NR 415 3,8 360 538 ¢

570

ApoMb-HAB_F -8.900 39 344 - - - -
Mb-HAB_F (H,0) -12.000 48 - 416 4,3 359 538
Mb-HAB_F (CN’) -12.000 48 - 417 4,8 359 538

ApoMb-B_GHA -11.700 46 344 - - - -
Mb-B_GHA (H,0) NR NR - 409 5 NR NR
Mb-B_GHA (CN) -24.800 84 - 422 3,1 358 540

ApoMb-C_GHAB -12.400 48 344 - - - -
Mb-C_GHAB (H,0) NR NR - 409,5 5,0 NR NR
Mb-C_GHAB (CN) -23.600 82 - 422 3,2 358 540

Os dados desta tabela sao representados pelos valores médios de 3 a 5 experimentos independentes. Os
valores dos desvios padrdo nao ultrapassam 5% dos valores apresentados pelas médias. *Porcentagem de a-
hélice foi calculada de acordo com a seguinte equacao (Chen et al., 1974): [0]222= (fu — iK/N)[0],es. Nesta
equacgéao [0].22 é a elipticidade molar (deg.cmz.dmol'1) em 222 nm da amostra da proteina analisada; fy € a
porcentagem em a-hélice; | € o nUmero de hélices da proteina analisada; K é a constante em 222 nm que foi
fixada em 2,57; N € o numero de aminoacidos da proteina e [0]. € a elipticidade molar considerando 100 %
(valor de referéncia) de estrutura em a-hélice de um polipetideo composto por alaninas, que foi determinada
experimentalmente, como sendo igual —34.686 deg.cmz.dmol'1. Para efeito de comparagédo, Mb_1,3 perdeu
20% e Mbg9 perdeu 35% da estrutura primaria. ®Centro de massa do espectro de fluorescéncia calculado
conforme descrito em Material e Métodos (Eq. 01). “ParAmetro que ndo pode ser determinado

experimentalmente. YParametro experimental nao realizado.
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Figura 11 - Espectros de CD, entre 200 e 250 nm, das apomioglobinas
selvagem (ApoMbWT) e mutantes de permutacao circular ApoMb-C_GHAB e
ApoMb-B_GHA. As proteinas foram diluidas para a concentragdo final de 2 uM
em tampéo 2 mM acetato de sodio (pHs 4,1 ou 6,5) a 4 °C. A comparagédo dos
espectros mostra que as permutacdes circulares apresentam perfis de estrutura

secundaria global em pH fisiolégico mais parecido com o perfil apresentado por

ApoMbWT em pH 4,1 do que em pH 6,5.
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Figura 12 - Espectros de emissao de fluorescéncia estatica das
apomioglobinas selvagem e mutantes de permutacao circular em diferentes
pHs. As proteinas foram diluidas para a concentragao final de 5 uM em tampéao 10
mM acetato de sédio (pHs 4,1 ou 7,0) a 4 °C. As medidas de emissao de
fluorescéncia foram realizadas utilizando a mesma padronizagcédo do fluorimetro e
no mesmo dia. A) Espectros adquiridos em pH 7,0 e 4,1 para ApoMbWT e em
pH 7,0 para os mutantes de permutacao. Os dois mutantes de permutacao
apresentam os mesmos valores de intensidade de fluorescéncia e de comprimento
de onda de emissdo maxima, quando comparados entre si. As intensidades
destes espectros estdo entre os valores de intensidade observados para
ApoMbWT em pH 7,0 e em pH 4,1. Os comprimentos de onda de emissdo maxima
dos mutantes de permutacdo sao iguais ao da ApoMbWT em pH 4,0. B)
Espectros adquiridos em pH 7,0 e 4,1 para ApoMbWT e em pH 4,0 para os
mutantes de permutacao. Os dois mutantes de permutagao apresentam valores
diferentes de intensidade de emissao de fluorescéncia, mas mesmo comprimento
de onda de emissdo maxima, quando comparadas entre si. Adicionalmente, estes
mutantes apresentam mesmo comprimento de onda de emissdo maxima que as
amostras de ApoMbWT em pH 4,1, mas os valores de intensidade de
fluorescéncia estdo abaixo dos valores observados para os pHs 7,0 e 4,1 de
ApoMbWT.
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Figura 13- Efeito da variacao de pH sobre as apomioglobinas selvagem
(ApoMbWT) e mutantes de permutacao circular monitorado pela [0]222. As
amostras de proteina foram diluidas para a concentracgao final de 2 uM em tampéo
2 mM acetato de sédio (diversos pHs) e mantidas em equilibrio durante 30 min a 4
°C (mesma temperatura das medidas espectroscopicas). As linhas servem apenas
para guiar os olhos do leitor. O experimento mostra que ApoMb-C_GHAB é
resistente ao desenovelamento em meio acido e que esta caracteristica é
incorporada a ApoMb-B_GHA apés a adicado de 30 mM NacCl.
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Figura 14 — Efeito da variacao de pH sobre o ambiente dos residuos de
triptofano dos mutantes de permutacao circular. As amostras de proteina
foram diluidas para a concentragéo final de 1uM em tampdo 2 mM acetato de
sédio (diversos pHs) e mantidas em equilibrio durante 30 min a 4 °C (mesma
temperatura das medidas espectroscépicas). As linhas servem apenas para guiar
os olhos do leitor. A) Emissao de fluorescéncia do triptofano avaliada pela
intensidade maxima em 330 nm. O grafico inserido nesta figura mostra a
variagdo da intensidade fluorescéncia dos residuos de triptofanos de
apomioglobina selvagem em fungdo do pH. O resultado mostra que a ApoMb-
C_GHAB apresenta uma maior supressdo na intensidade de emissdo de
fluorescéncia do que ApoMb-B_GHA quando o valor de pH vai de 7 para 4. As
permuteinas apresentam um perfil de desenovelamento em meio acido quase que
inverso ao da proteina selvagem B) Emissao de fluorescéncia do triptofano
avaliada pelo centro de massa espectral. A variagcdo do centro de massa
espectral de ApoMb-B_GHA em funcédo do pH é bem mais cooperativo do que a
de ApoMb-C_GHAB que parece apresentar pelo menos um intermediario em pH
préximo de 3,5.
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Figura 15- Desenovelamento das mioglobinas selvagem e mutantes de
permutacao circular em pH 4,1 induzido por uréia e monitorado pela
intensidade de fluorescéncia em 330 nm. A proteina foi diluida para a
concentragao final de 2 uM em tampao 2 mM acetato de sodio pH 4,1 (contendo
concentragdes crescentes de uréia). O tempo de equilibrio para se realizar as
medidas espectroscopicas foi de 50 min a 4 °C (mesma temperatura das medidas
espectroscopicas). As medidas de fluorescéncia das duas amostras dos mutantes
de permutacdo foram feitas utilizando a mesma padronizacdo do fluorimetro,
enquanto que as medidas das amostras da proteina selvagem foram adquiridas
em dias diferentes. As linhas servem apenas para guiar os olhos do leitor. A)
Intensidade de emissao de fluorescéncia em 330 nm de ApoMb-C_GHAB e
ApoMb-B_GHA. ApoMb-C_GHAB apresenta um aumento da intensidade de
emissao de fluorescéncia a medida que a concentragdo de uréia aumenta de 0
para 1,5 M, enquanto que este efeito ndo é observado para ApoMb-B_GHA. B)
Intensidade de emissao de fluorescéncia em 330 nm de ApoMbWT. A adigao
de 30 mM NaCl provoca um aumento na estabilidade da proteina selvagem e
promove uma modificacdo no padrdo de desenovelamento, onde & possivel
observar um aumento progressivo da intensidade de emissao de fluorescéncia a

medida que a concentracao de uréia aumenta de 0 para 0,5 M.
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Figura 16- Desenovelamento das mioglobinas selvagem e mutantes de
permutacao circular em pH 4,1 induzido por uréia e monitorado por [0]222. A
proteina foi diluida para a concentragao final de 2 uM em tampao 2 mM acetato de
sédio pH 4,1 (contendo concentragdes crescentes de uréia). O tempo de equilibrio
anterior as medidas espectroscopicas foi de 50 min a 4 °C (mesma temperatura
das medidas espectroscopicas). As linhas tracadas sobre as curvas servem

apenas para guiar os olhos do leitor.
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Figura 17. Variacao do centro de massa espectral e da [0]2. em funcdo da
concentracao de uréia. As condigdes experimentais estdo descritas na legenda
da figura anterior. A) ApoMb-B_GHA. As curvas de desenovelamento
monitoradas pela variagdo do centro de massa espectral e dicroismo circular nao
se sobrepdem completamente. As linhas pretas sobre as curvas servem apenas
para guiar os olhos. B) ApoMb-C_GHAB. As curvas de desenovelamento
monitoradas pela variagdo do centro de massa espectral e dicroismo circular se
sobrepdem completamente. A linha vermelha mostra o ajuste de curva feito
através da equagido de Santoro e Bolen (1988). A tabela inserida nesta figura
mostra os valores de alguns parametros, para avaliagdo da estabilidade da

proteina, que foram extraidos a partir deste ajuste.
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Tabela 3 — Parametros biofisicos das apomioglobinas selvagem (MbWT) e
mutantes de permutacao Mb-B_GHA e Mb-C_GHAB em diferentes pHs.

Amostras e valores de pH CD222 fu FLjmax <A>

(2-4 mM acetato de sodio) (deg.cm®.dmol™) (%)? (nm)°® (nm)°
WTpH 7,0 -18.000 65 328 338
WT pH 4,2 -14.100 54 334 345
WT pH 3,4 -10.550 44 338 347
WT pH 2,0 -4.950 28 343 352
WT pH 7,0 6M Gnd-ClI -500 3,0 351 356
C-GHAB pH 7,0 -12.400 48 333 344
C-GHAB pH 4,2 -11.500 46 335 347
C-GHAB pH 3,4 -11.000 44 338 348
C-GHAB pH 2,0 -10.200 42 340 349
C-GHAB pH 7,0 6M Gnd-Cl -250 1,0 349 356
B-GHA pH 7,0 -11.700 46 335 344
B-GHA pH 4,2 -9.400 40 337 346
B-GHA pH 3,4 -9.570 40 338 348
B-GHA pH 2,0 -7.800 35 342 350
B-GHA pH 7,0 6M Gnd-CI -300 1,5 349 356

Os dados mostrados nesta tabela representam os valores médios de trés a cinco experimentos
independentes. Os valores dos desvios padrao nao ultrapassam 5% e 0,5% dos valores médios
dos experimentos de CD,,, e de emissdo de fluorescéncia dos triptofanos, respectivamente.
®Porcentagem de a-hélice calculada pelo método de Chen et al. (1974) conforme equagio descrita
na Tabela 2. "Comprimento de onda de maxima intensidade de fluorescéncia. °‘Centro de massa do

espectro de emissao de fluorescéncia calculado conforme descrito em Material e Métodos (Eq. 01).
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Tabela 4 — Tempo de vida de fluorescéncia dos dois triptofanos das
apomioglobinas selvagem e mutantes de permutacao em diferentes pH.

Tratamento T4 f1 T2 fa x? <>
(ns) (ns) (ns) (ns) (ns)
ApoMbWT pH 7,0 417 0,49 1,39 0,51 6,96 2,04+0,22
ApoMbWT pH 4,0 5,53 0,66 1,57 0,34 8,81 2,95+0,10
ApoMbWT pH 2,0 3,81 0,56 1,40 0,44 9,63 2,12+0,07

ApoMb-C_GHAB pH 7,0 | 5,51 0,68 2,08 0,32 9,27 3,52+0,08

ApoMb-C_GHAB pH 4,0 | 5,61 0,72 1,44 0,28 9,53 3,24+0,25

ApoMb-C_GHAB pH2,0 |6,70 0,75 1,87 0,25 8,56 4,05+0,02

ApoMb-B_GHA pH 7,0 5,56 0,63 1,96 0,37 9,29 3,07+0,20

ApoMb-B_GHA pH 4,0 5,18 0,72 1,41 0,28 10,0 2,75+0,22

ApoMb-B_GHA pH 2,0 6,24 0,70 1,85 0,30 7,02 3,46+0,18

14 e f1 referem-se aos componentes de tempo de vida longo (t=tempo e f=fragdo de contribui¢cdo de
1), enquanto t, e f, referem-se aos componentes de tempo de vida curto que foram extraidos a
partir da funcao bi-exponencial (Eq. 02) utilizada para a analise do decaimento de emissao de
fluorescéncia (Material e Métodos); <t> é o tempo de vida médio calculado conforme descrito em
Material e Métodos (Eq. 05) e xz € o0 parametro estatistico que descreve a concordancia entre o
dado observado e o ajuste da curva experimental mostrada na Figura 5, qui-quadradro. Os valores
dos componentes de tempo de vida (t e f, onde fy + fo = 1) de decaimento de emissdo de

fluorescéncia representam os valores obtidos por um grupo de pelo menos 3 repetiges.
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Tabela 5 — Avaliacao da estabilidade entre as formas Apo em pH 4,1 de
mioglobina selvagem (estado intermediario em equilibrio) e mutantes de
permutacao circular (Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA) e entre as suas formas holo
(cianoheme) em pH 7,0.

Amostras e condicées Cm* AGpH2° m Tm**
experimentais# (M) (kcal/moL) | (kcal/mol.M) | (°C)

[FL/CD] [FL/CD] [FL/CD] [CD]

ApoMbWT pH 4,1 (4°C) 0,8/0,8 1,2/1,2 -1,6/-1,6 NR
ApoMbWT pH 4,1 + 30 mM NaCl (4°C) | 1,5/1,4 2,4/2,3 -1,6/-1,6 NR
ApoMb-C_GHAB pH 4,1 (4°C) 2,5/2,4 4,0/3,9 1,6/-1,6 NR
ApoMb-B_GHA pH 4,1 (4°C) 1,917 NA/NA NA/NA NR
MbWT (CN’) pH 7,0 NR NR NR 86
Mb-C_GHAB (CN’) pH 7,0 NR NR NR 44
Mb-B_GHA (CN) pH 7,0 NR NR NR 65

#Para os pHs 4,1 e 7,0 as amostras foram diluidas em tampdo 2 mM acetato de sédio e em
tampao 10 mM fosfato de sodio, respectivamente. O monitoramento da estabilidade das proteinas
mencionadas acima foi realizado pelas sondas de dicroismo circular (CD) e de emissdo de
fluorescéncia dos triptofanos (FL).

*Cm, AGp™?° e m foram obtidos a partir do ajuste das curvas de desenovelamento induzido por
uréia de acordo com a equacgdo desenvolvida por Santoro e Bolen (1988) [Eq. 16]. Para este
ajuste, o valor de m foi fixado em -1,6 kcal/mol.M para evitar que as diferengas aparentes desta
constante, entre as proteinas aqui analisadas, possam ocasionar incertezas na determinagéao da
AGp™ (Luo et al. , 1997; Serrano et al. 1992). A excegéao é feita para ApoMb-B_GHA que nao
apresentou cooperatividade entre as curvas de desenovelamento que foram monitorados por CD e
FL. Neste caso, o valor de Cm é a mediana da curva de desenovelamento cujo valor nominal é
representado em concentragdo molar de uréia.

**Tm é a temperatura do estado de transicao obtida a partir da 12 derivada aplicada sobre a curva
de desenovelamento térmico monitorada por CD,,,. Apesar dos desenovelamentos térmicos das
mioglobinas estudadas aqui ndo serem reversiveis, o parametro Tm foi utilizado para a
comparagao das estabilidades entre as proteinas na forma nativa. Para MbWT, o valor de Tm foi
obtido a partir do desenovelamento térmico monitorado pela calorimetria (DSC). NA significa

analise experimental nao aplicavel e NR experimento nao realizado.

64



5. DISCUSSAO.

Uma das estratégias para estudar a via de enovelamento, a estabilidade e
como ocorre a formacdo da estrutura nativa de proteinas € a engenharia de
proteinas, que permite a criagdo de proteinas com modificagcbes em sua estrutura
primaria. Esta estratégia foi adotada no desenvolvimento deste trabalho, onde
foram criados mutantes de delegcao das hélices C-terminais H (Mb1.123) € GH (Mb.
99), de permutacao da hélice C-terminal (H) com delecao da hélice G (Mb-HAB_F)
e de permutagao das hélices N-terminais A (Mb-B_GHA) e AB (Mb-C_GHAB) para
tentar entender melhor como ocorre o enovelamento da mioglobina selvagem.
Para este estudo, estes mutantes foram caracterizados quanto a estrutura
secundaria e terciaria através das técnicas de dicroismo circular e emisséo de
fluorescéncia dos triptofanos, quanto a hidrodindmica através da cromatografia em
gel filtragdo e quanto a estabilidade através do monitoramento do
desenovelamento quimico em equilibrio. De forma geral, as mudangas ocorridas
nos valores de [0]222 (sinal de CD mais negativo significa aumento de estrurura
secundaria) e de centro de massa espectral (valor maior significa triptofanos mais
expostos e portanto, perda de estrutura terciaria) serdo abordados como perda ou

aumento das estruturas secundarias e terciarias, respectivamente.
5.1. Mutantes de delecao: Mbq.g9, Mb1.123 € Mb-HAB_F.
Os dados referentes ao mutante Mb1.123 estdo discutidos no manuscrito em

anexo (item 9.1), mas estéo repetidos aqui para auxiliar na discussao.

5.1.1. Dicroismo circular.

O espectro de CD de apomioglobina selvagem em pH fisioldgico apresenta
minimos caracteristicos em 208 e em 222 nm (ver revisdao de Venyaminov e Yang,
1996). Esta caracteristica do espectro de CD na regido do UV distante é
pertencente a classe de proteinas que possuem sua estrutura secundaria
predominantemente formada por o- hélices (ver revisao de Kelly e Price, 1997).

O espectro de CD de ApoMb selvagem foi utilizado nas comparagbes com

0s espectros das proteinas mutantes. Neste tipo de comparagao, as unidades de
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medidas de CD sao padronizadas em elipticidade molar ([0]), a qual leva em
consideracdo o numero de residuos de aminoacidos da proteina que esta sendo
analisada e a concentracao de proteina utilizada nos ensaios (ver como exemplo:
Ribeiro e Ramos, nesta tese — item 9.2). A [0] constitui uma forma de normalizagao
dos espectros, o que permite comparacéao direta entre espectros de proteinas com
diferentes massas moleculares. As comparacdes dos espectros de CD mostraram
que ApoMbi.gg em pH 6,5 apresenta A minimo em 206 nm ao invés de 208 nm e
que tanto este quanto o A minimo em 222 nm s&o menos intensos do que o
esperado se a perda de estrutura fosse local. Ou seja, a delecao afeta a estrutura
de outras regides de ApoMb. ApoMb1.123, apesar de possuir A minimo em 208 nm,
mostrou A minimo em 222 nm pouco proeminente. Adicionalmente, a perda global
de sinal de CD para estas proteinas mutantes foi significativa, tendo os mutantes
no maximo 1/3 da quantidade de a-hélice do que a proteina selvagem. Além disso,
0 programa usado para a predigao de estrutura secundaria mostrou a presenga de
estrutura em folhas-beta, que néo estdo presentes na Mb selvagem (dado nao
apresentado), e que pode ser uma caracteristica de proteinas que estejam
agregando. O mesmo tipo de comportamento foi verificado para o mutante de
permutacao com delegao, ApoMb-HAB_F (menos de 50% da estrutura secundaria
de ApoMbWT).

5.1.2. Emissao de fluorescéncia.

A medida de intensidade de fluorescéncia do triptofano foi utilizada como
sonda da estruturacdo em torno da hélice A que € onde se encontram os dois
triptofanos da mioglobina (Kendrew, 1962). Estes residuos se encontram voltados
para o interior da proteina em pHs maiores que 5,0 e possuem espectros
caracteristicos. A medida que a proteina vai sendo desenovelada, ha um aumento
na intensidade de emissao de fluorescéncia e um concomitante deslocamento do
centro de massa espectral. Os residuos de triptofano se encontram quase que
completamente expostos ao solvente em condi¢cdes desnaturantes (pH 2). Os
dados de emissao de fluorescéncia para as proteinas mutantes mostram que os

residuos de Trp estdo parcialmente expostos ao solvente mesmo em pH 7,0, o
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que é compativel com os dados de CD, pois mostra que ha perda tanto de
estrutura secundaria quanto de estrutura terciaria. Além disso, as hélices A, G e H
sdo bem empacotadas umas contra as outras na proteina selvagem e as dele¢des
muito provavelmente estdo desestabilizando o empacotamento em torno da hélice

A levando a exposig¢ao dos Trps.

5.1.3. Coordenacao de heme e cianoheme.

A ApoMbq.g9 foi capaz de ligar heme e cianoheme, enquanto ApoMbi.123
nao. Este comportamento diferenciado entre estas proteinas ainda nido esta
esclarecido, mas certamente tem relagdo com a menor porcentagem de a-hélice
apresentada pelo mutante ApoMb1.123. Mesmo assim, a ligagao do grupo heme em
ApoMbi.gg N30 € como na proteina selvagem, pois esta ligagdo promove o
deslocamento do pico maximo de absor¢cdo do heme de 395 nm para 414 nm,
enquanto que em holoMbWT este deslocamento ocorre para 408 nm. A resposta
pode estar em uma coordenagdo parcial do grupo heme. Em pH fisiolégico, o
grupo heme parece ser capaz de continuar coordenado em MbWT mesmo em
condigdes desnaturantes (Ramos et al., 1999).

A ApoMbi.123 possui uma delecdo menor e um maior numero de residuos
que participam da coordenagéo e/ou estabilidade de ligagdo do heme do que a
ApoMb1.g9 (Ver Fig. 2B para detalhamento dos residuos que participam deste
processo de ligacdo e coordenagdo do grupo heme). Entretanto, essa proteina
apresenta menor estruturagéo secundaria (fn = 23%) do que ApoMb1.g9 (f1 = 32%)
e ainda nao liga heme. Isto poderia ocorrer devido a um efeito deletério na
estruturacdo da hélice G, no mutante Mb1.123, que necessitaria da hélice H para
adquirir maior estabilidade e estrutura (maior % de a-hélice). A delecéo da hélice
H exporia uma grande quantidade de residuos hidrofébicos da hélice G
favorecendo a formacao de estruturas nao nativas, como exemplo: estruturas
agregadas. Contrariamente, se a hélice G estiver estruturada, esta hélice poderia
interagir com a hélice E através de interagbes hidrofébicas e/ou eletrostaticas que
permitiria a aproximagao da hélice F e a consequente formagédo de uma cavidade
para a coordenacdo do grupo heme. As hélices E e F possuem na sua estrutura

primaria residuos de histidina (His64(E) e His93(F)) que sdo importantes na
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coordenacdo do grupo heme (Hargrove et al, 1996a). Consequentemente, a
delecao da hélice H causaria uma menor estruturacéo deste conjunto de hélices e
desfavoreceria a ligagdo do grupo heme. Mais uma vez, a andlise do
comportamento do mutante de permutacdo com delegcdo, ApoMb-HAB_F, que
pode ser um mutante que simula a condicdo em que o mutante ApoMbqge €
colocado na presenca do peptideo referente a hélice H de MbWT, mostra que a
perda de estrutura foi a provavel causa para a perda da fungdo da proteina. Este
mutante se liga ao grupo heme, enquanto que o mutante de delegao da hélice H

nao.

5.1.4. Delecdo da hélice H (Mb.123) comparada com as delecoes das hélices GH
(Mb1.99) € da hélice G com permutacao da hélice H (Mb-HAB_F).

A delecdao das hélices C-terminais da mioglobina & responsavel pela

reducao da estabilidade e da capacidade de ligagao do grupo heme das proteinas
Mb1.123, Mb1.99 € Mb-HAB _F. A primeira evidéncia desta afirmacao foi fornecida
pelos experimentos de expressado, onde os mutantes Mbq.g9, Mb1.123 € Mb-HAB_F
foram expressos e acumulados em estruturas chamadas de corpos de inclusao.
Ao contrario de MbWT, que € acumulada em corpos de inclusdo quando é
expressa a 42 °C, a expressdao dos mutantes em corpos de inclusdo foi
independente da temperatura (37 °C e 42 °C). Nossos dados também mostram
que a delecido das hélices C-terminais causam perda de estrutura secundaria e
terciaria. Parte desta fonte de desestabilizacdo desaparece com a delecdo da
hélice G. Experimentos com peptideos representando as hélices G, H e GH
mostram que, isoladamente, G tem menor propensdo a formar uma estrutura
estavel e também contribui para a desestabilizacdo do peptideo GH, apesar deste
peptideo ser capaz de formar uma estrutura em forma de grampo (ver Waltho et
al., 1993 e discussdo mais detalhada abaixo). Esta hipotese é reforgada quando
analisamos o mutante de permutacdo com delecdo, ApoMb-HAB _F, que perdeu a
hélice G. Neste mutante, apesar da hélice H nao ter contribuido na estruturacao
da hélice A, uma vez que os triptofanos também se apresentaram parcialmente
expostos, a hélice H parece ter contribuido positivamente para o aumento da

estruturacdo secundaria e na reducdo da tendéncia a agregacéo.
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5.1.5. Andlise geral das delecées.

O mutante Mbq.g9 mostrou reducdo da estruturacdo secundaria, em
comparagao com a MbWT, e uma alta tendéncia a agregac¢ao, uma caracteristica
também verificada para Mbq.123. Este comportamento parece ser caracteristico dos
mutantes de delecdo das hélices C-terminais como foi também mostrado por
Chow et al. (2003) através da utilizagdo de mutantes de delecdo das hélices H
(Mb1.119), FGH (Mb1.77) e CDEFGH (Mb1.36). Chow et al. (2003) sugerem que,
durante a tradugédo da proteina, o enovelamento da Mb selvagem depende do
comprimento das cadeias de aminoacidos. Estes mutantes sdo descritos por
Chow et al. (2003) como sendo altamente passiveis de agregacao, além de
possuirem alta porcentagem de estruturas B-pregueadas, principalmente Mb1.36 €
Mb+.77, que é um resultado semelhante ao encontrado por nés com os mutantes
de delecado das hélices H (Mb1.123) € GH (Mb1.g9).

Os estudos da propensao a formagao de estruturas secundarias, avaliados
pelos espectros de CD e RNM, com os peptideos de ApoMb (Waltho et al., 1993)
mostraram que a hélice H, isoladamente, pode formar uma alta quantidade de o-
hélice. No entanto, esta hélice € muito mais estavel quando associada a ApoMb e
ainda possui uma porcentagem significativa de estrutura secundaria (a-hélice)
mesmo em condi¢cdes de pH 2 (Eliezer et al., 1998) e € provavelmente a primeira
hélice a se estruturar durante o enovelamento de Mb, como foi mostrado pela
simulagdo molecular realizada por Onufriev et al. (2003). Entretanto, o peptideo
correspondente a hélice G, analisado isoladamente, tem uma alta tendéncia a
formacao de conformacao do tipo a-hélice, mas apresenta baixa estrutura deste
tipo quando solubilizado em agua (Waltho et al, 1993). Nossa explicacéo é que
este peptideo soO se estrutura na mioglobina se a hélice H estiver associada e que
na auséncia desta hélice, a hélice G seria a causadora de uma maior instabilidade
da estrutura de Mb. Entretanto, Eliezer e Wright (1996) e Lecomte et al. (1999),
estudando a estrutura de ApoMb por RNM mostraram que o inicio da hélice G
apresentava flutuagdes conformacionais que possivelmente sdo aumentadas
quando a estruturacdo da hélice H é reduzida. Este aumento de flutuacao
conformacional poderia ser estendido a toda hélice G, causando uma

desestabilizacdo que poderia ser transferida a proteina inteira. Em favor dessa
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hipotese esta a baixa capacidade de ligagado ao grupo heme que foi mostrada pelo
mutante Mb1.123 em comparagdo com as Mbs com dele¢des maiores tais como os
fragmentos: Mbsz.105 de cavalo (De Sanctis et al., 1986; De Sanctis et al., 1988),
Mbag.105 de baleia (Grandori et al., 2000), Mb1g9 € Mb-HAB_F (este trabalho). O
trabalho de Chow et al (2003), utilizando Mbq.77 (delecdo das hélices FGH), que
nao apresenta dados de ligagdo do grupo heme, mostra que esta proteina tem
uma [6]222 em torno de —6.000 deg.cm?.dmol™” e que é muito similar a [6],2> de Mbs.
99. Esta similaridade possivelmente ocorre porque a hélice F se encontra
desestruturada na ApoMbWT (Eliezer e Wright, 1996) e também na Mb1_ge.

A menor afinidade de Mbq.g9 para se ligar ao grupo heme pode ser causada
pela auséncia dos residuos Phe138, lle107, Leu104 e Tyr103 de MbWT que
fazem contatos indiretos com o grupo heme (Hargrove et al.,, 1996b). O mutante
de delecdo (Mbag.105) descrito por Grandori et al. (2000) ndo tem os residuos
le107 e Phe138, também é expresso e acumulado na forma de corpos de
inclusdo e aparentemente possui baixa afinidade pelo grupo heme. Os mutantes
de delec¢ao analisados em nosso trabalho indicam também que as formas apo néo
apresentam estado nativo semelhante a proteina selvagem, em acordo com os
resultados com outros mutantes de delegdo C-terminal (Chow et al, 2003;
Grandori et al., 2000). Contrario a proteina selvagem, nossos mutantes de
delecédo, Mb1.g9, € de permutacao linear, Mb-HAB _F, tém conteudos em a-hélices
reduzidos, residuos de triptofano parcialmente expostos e tendéncia a formacao
de agregados, porém em menor escala que a tendéncia observada para os
mutantes de delec&o descritos por Chow et al. (2003), Mb4.36, Mb1.77 € Mb1.119. De
qualquer modo, nossos resultados estdo de acordo com a hipotese sobre a
necessidade de um nucleo central para a ligagdo do grupo heme nas globinas (De
Sanctis et al., 1986; De Sanctis et al. 1988; Craik et al. 1980 e Grandori et al.,
2000). Este nucleo central, que corresponde as hélices CDEF das globinas, é
codificado pelo exon 2 das globinas, enquanto as sequéncias correspondentes as
hélices AB e GH sao codificadas pelos exons 1 e 3, respectivamente (Konkel et
al., 1978 e 1979; Nishioka e Leder, 1979).

Embora a ligagdo do grupo heme tenha causado um aumento dos valores

de elipticidade molar nos mutantes de delecéo, especialmente para Mb-HAB_F,
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este efeito n&o foi suficiente para as proteinas se igualarem a estruturacao relativa
de ApoMbWT, conforme foi observado para as permutagdes circulares (veja
discussao abaixo). As formas holo dos mutantes de dele¢cdo ndo apresentam um
pico maximo de absorc¢do na regido de Soret em 409 nm, mas tém um maximo em
aproximadamente 415 nm, como foi observado para o fragmento Mbag.195, descrito
por Grandori et al (2000), que apresenta um espectro de CD na regiao do UV-
distante que é similar ao formato do espectro de MbWT no estado nativo porém
duas vezes menos intenso (Grandori et al., 2000). Com este trabalho, Grandori et
al. (2000) sugerem que a Mb se enovela por uma rota alternativa que é
independente das hélices AGH, mas depende do cofactor heme (veja discussao
abaixo). Entre as formas holo dos mutantes de delecédo estudados aqui, apenas a
Mb-HAB_F apresentou um pico de absor¢do na banda Q (538 nm), considerado
por Craik et al. (1980) como sendo uma caracteristica da coordenagao especifica
do grupo heme nas globinas, enquanto a Mb.g9 apresentou dois picos nesta
banda (538 e 570 nm). A coordenagao nao especifica do grupo heme pode ser
caracteristica de algumas proteinas como ocorre na albumina de soro bovino
(BSA) e em alguns mutantes de hemoglobina (Bunn e Jandl, 1968; Craik et al.,
1980; Hargrove et al., 1996b) que nao apresentam pico de absor¢gado na banda A

apos a ligagao do grupo heme.

5.2. Mutantes de permutacao: Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA.

5.2.1. Efeito geral.

O enovelamento de uma proteina depende da sua estrutura primaria e
ocorre mesmo in vitro (Anfisen, 1973). Neste contexto, o estudo desenvolvido com
permuteinas & importante, pois estas proteinas possuem a mesma informacao que
a proteina selvagem, porém disposta de outra forma. Além disso, as permutagdes
em proteinas sao importantes para se estudar a possivel participacdo de
determinadas hélices no enovelamento, funcdo e estabilidade da proteina. Uma
proteina circularmente permutada pode ser visualizada como um polimero que

tem suas extremidades N- e C- terminais ligadas e que pode ser clivado em locais
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diferentes para a criagdo de novas extremidades N- e C- terminais (Goldemberg e
Creighton, 1983). Muitas permutacdes sao estaveis e funcionais, ou seja,
independem da posicdo correta das extremidades N-terminais para um
enovelamento apropriado (Heinemann e Hahn 1995).

A estratégia de permutacdo foi utilizada nesta tese, onde a engenharia
genética possibilitou a criagdo de um cDNA (cDNA2Mb) composto por dois cDNAs
de MbWT unidos em série por uma sequéncia de nucleotideos que codifica quatro
pares de serinas e glicinas também em série (SG)s. Este cDNA2Mb pode ser
usado para a construgdo de uma diversidade de permuteinas de Mb. Criamos
especificamente duas Mbs circularmente permutadas a fim de estudar o efeito da
unido em série das hélices GHA e GHAB, que sao hélices envolvidas na formagao
dos estados intermediarios da via de enovelamento de Mb (Hughson et al, 1990;
Loh et al., 1995; Jamin e Baldwin 1996). As permuteinas Mb-B_GHA e Mb-
C_GHAB tiveram altos niveis de expressao e foram purificadas diretamente na
forma apo. Como descrito para os mutantes de delegao (ver acima), as formas
apo das permuteinas tém caracteristicas de uma proteina parcialmente
desenovelada, sdo expressas diretamente na forma apo e sao acumuladas em
corpos de inclusdo independentemente da temperatura utilizada, tém baixa
porcentagem de estrutura do tipo a-hélice em relagdo a proteina selvagem, seus
residuos de triptofano estdo parcialmente expostos e apresentam alta tendéncia a
agregacao (ver abaixo). Estes resultados indicam menor estabilidade para estes

mutantes do que a observada para a mioglobina selvagem.

5.2.2. Estabilidade dos estados apo e holo em pH fisiolégico.

A diferenca de valores de elipticidade molar em 222 nm é uma propriedade
biofisica que distingue a forma apo da holo de Mb (Breslow et al., 1965). Na
mioglobina selvagem a perda de elipticidade quando a proteina nao esta ligada ao
grupo heme é de aproximadamente 20% (Breslow et al, 1965). No caso das
permuteinas apresentadas aqui, esta perda € da ordem de 50%. Na forma apo,
tanto as caracteristicas de CD quanto as caracteristicas da fluorescéncia
intrinseca das permuteinas Mb-C_GHAB e Mb-B_GHA se assemelham aquelas

do intermediario de MbWT (Barrick e Baldwin, 1993a e 1993b). Nossa conclusao &
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que o deslocamento da hélice A para perto das hélices G e H causa a formacéao
de um centro bem estruturado (dominio) nesta regido, mas que nao esta
fisicamente conectado a regido formada pelas hélices B-F (ou C-F, no caso de
C_GHAB) o que dificultaria o enovelamento desta regido (Fig. 18). Ha conexéao
fisica com a hélice F, mas esta se encontra desestruturada mesmo na proteina
selvagem na auséncia do grupo heme (ver Introdugdo). A Figura 18 mostra
esquematicamente como seria a estrutura destas permuteinas na auséncia do
grupo heme. Na proteina selvagem a formacao do intermediario contendo as
hélices AGH obriga a aproximacao dos residuos da regido B-F auxiliando no
posterior enovelamento da mesma. Nas permutacdes isto ndo aconteceria e as
regides CDEF e BCDEF tenderiam a ficar desenoveladas na auséncia do grupo
heme. O enovelamento destas proteinas sera melhor discutido abaixo.

Porém, na presenga do grupo heme, estas proteinas ganham
caracteristicas similares a da proteina selvagem. O completo enovelamento de
MbWT envolve a ligagdo do grupo heme na His93, localizado na hélice F, e a
coordenacao deste cofator no nucleo das proteinas. Esta coordenacéo estabiliza
as estruturas secundaria e terciaria com a participacao da hélice F para dar forma
a estrutura caracteristica da Mb (Eliezer e Wright, 1996; Lecomte et al., 1999). As
formas holo das permuteinas foram similares em varios aspectos a forma holo de
MbWT. As proteinas tém elipticidades molar similares, picos idénticos nos
espectros de absorcdo entre os comprimentos de onda 250 e 650 nm e sao
compactas, como mostrado pelas experiéncias em gel filtragdo, mostrando que as
permuteinas tém estruturas nativas similares a da proteina selvagem. Outra Mb
circularmente permutada da hélice H da extremidade C-terminal para a N-terminal,
que foi estudada por Fishburn et al. (2002), pode ligar o grupo heme e possui uma
estrutura terciaria similar a holoMbWT que foi avaliada por estudos de RMN
bidimensional. A oxidagdo do grupo heme na mioglobina mostra pico maximo de
absor¢cao em torno de 409 nm, que é caracteristico da ligagdo ndo covalente entre
o0 grupo heme e as duas histidinas (93 e 64), como mostrado para a proteina
selvagem (Antonini e Brunori, 1971) é também observada para as permutagoes.

As analises dos cromatogramas de gel filtragcdo de Mb-C_GHAB e Mb-

B_GHA foram feitas para nos dar maiores informa¢des sobre a estrutura terciaria
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global destas proteinas em comparagao com a MbWT. Nestes experimentos, a
ApoMb-C_GHAB em pH 7,0 apresentou uma massa molecular pelo menos 3
vezes maior que a massa molecular predita pela sua sequUéncia primaria,
enquanto que a ApoMb-B_GHA nao foi detectada no cromatograma. Esta ndo
deteccgéo pode ser um efeito de interagédo de ApoMb-B_GHA com a resina de gel
filtracao ou porque esta proteina forma agregados grandes o suficiente a ponto de
impedir a entrada de uma determinada concentragcado de proteina que possa ser
detectavel na coluna de gel filtragdo. No caso de ApoMb-C_GHAB, o experimento
sugere que esta proteina encontra-se associada de forma trimérica ou que possui
uma tendéncia a formagdo de agregados inespecificos, quando se encontra em
concentragdes mais elevadas de proteina e em pH neutro. Esta tendéncia a
agregacao ja foi demonstrada para ApoMbWT de musculo de cavalo e de baleia
em pH em torno de 7,0, quando estas proteinas se encontram em concentracoes
superiores a 0,2 mg/mL, sendo maior ainda quando a proteina esta em pH 4
(Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999b; Jamin e Baldwin, 1998).

Grandori et al. (2000) sugeriu que a Mb se enovela por uma rota alternativa
que é independente das hélices AGH, mas dependente do cofactor heme. Nossos
resultados sugerem que essa hipotese pode ser verdadeira, pois o grupo heme
enovela tanto os mutantes de delecdo (enovelamento parcial) quanto as
permutagdes, que aparentemente ndo possuem a regido B-F bem estruturada.
Contudo, mais experimentos serdo necessarios para verificar se esta afirmacéao é
verdadeira para o enovelamento. Porém, é provavel que a formacgcdao do
intermediario AGH seja necessaria para manter a proteina soluvel durante o
enovelamento, pois os mutantes de delecdo sao muito instaveis e precipitam, e
somente na presenca das hélices AGH e que ocorre a correta coordenacédo do
grupo heme. Chiba et al. (1994) sugerem, através de experimentos de cinética de
enovelamento, que durante o enovelamento de apomioglobina na presenga do
grupo heme esta proteina forma um intermediario que poderia apresentar uma
estrutura similar ao intermediario acido (veja Introdugéo), que seria necessario
para a ligacao do grupo heme a proteina. Talvez esta seja a razdo principal que
leva as permuteinas circulares, que no estado nativo se assemelham ao

intermediario acido de ApoMbWT, a se enovelarem na presenga do grupo heme
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numa estrutura similar a proteina selvagem e os mutantes de delecéo n&do. Apesar
destas formas permutantes possuirem tantas caracteristicas da proteina
selvagem, esses tipos de globinas ndao foram ainda encontrados na natureza.
Muito provavelmente este fato deve-se a baixa solubilidade e estabilidade das
formas holo destas permutagdes. A permuteina da hélice H, que foi feita por
Fishburn et al. (2002), também é menos estavel do que a proteina selvagem.
Proteinas com baixa estabilidade e solubilidade podem precipitar nas células
causando danos terriveis a mesma e levando a varias doengas (para uma revisao

recente veja Dobson, 2003).

5.2.3. As permuteinas como modelo para o estudo do intermedidrio.

As formas apo das permuteinas, mesmo em pH 7, possuem caracteristicas
similares ao intermediario de ApoMbWT que é estabilizado em pH 4,2 (ver
discussao acima). A caracterizagao espectroscépica por CD de ApoMb-C_GHAB e
de ApoMb-B_GHA mostrou que estas permuteinas em pH 7 e em pH 4
apresentam estrutura secundaria com um conteudo aproximado de 50 % de a-
hélice, semelhante a porcentagem observada para o intermediario (I) de
ApoMbWT (55 %). O conteudo de hélice de ApoMbWT aumenta em
aproximadamente 30% quando a proteina passa do estado | para N, ou seja de
pH 4 para pH 7.

Em geral, a emissdo de fluorescéncia intrinseca de uma proteina é
dominada pela contribuicdo dos residuos de triptofano e esta propriedade tem sido
largamente empregada para detectar mudangas conformacionais em globinas
submetidas as variagdes de pH do meio (Kirby e Steiner, 1970). A apomioglobina
contém dois residuos de triptofano, W7 e W14 localizadas na hélice A. O conjunto
de dados que foi obtido com os experimentos de fluorescéncia estatica mostrou
que as permuteinas em pH 7,0 e em pH 4 apresentam estruturas no
microambiente do triptofano muito semelhante ao do ambiente dos Trps de
ApoMbWT em pH 4 (estado intermediario).

As andlises dos espectros de emissao de fluorescéncia estatica e de
dicroismo circular apresentadas deram uma informagdo média do estado

conformacional que cada proteina assume em solucdo. Contudo, na maioria das

75



vezes, se faz necessario a obtencdo de informacdées mais detalhadas sobre as
espécies conformacionas existentes neste ambiente. Estas informacdes podem
ser obtidas através da analise do tempo de vida de fluorescéncia. Os dados de
tempo de vida de fluorescéncia de ApoMbWT que foram obtidos por nés estao
bem proximos aos descritos na literatura (Tcherkasskaya et al, 2000a). As
permutacdes em pH 7 e 4 apresentam valores de tempo de vida de fluorescéncia
semelhantes aos obtidos para ApoMbWT em pH 4. Esta observacéo é verdadeira
para todos os termos das componentes do tempo de vida (7; € fi, sendo i 0 numero
da componente). Estes dados sdo mais um indicio sobre as semelhangas
estruturais entre as permutagcdes no estado nativo e o estado intermediario de
ApoMbWT. Embora, as permutagdes tenham mostrado diferengas significativas
nas intensidades de fluorescéncia entre os pHs 7 e 4 é importante considerar que
o tempo de vida e Amax de fluorescéncia sdo semelhantes. Estas ultimas
observagdes nos sugerem que as espécies que estdo presentes nas permutagdes
em pH 7 e em pH 4 sdo muito semelhantes, mas que possivelmente possuem um
rearranjo no microambiente do triptofano.

Em conjunto, estes dados mostraram que as apopermuteinas podem ser
bons modelos do intermediario de mioglobina (Veja modelos de estuturagao
propostos para estas permutagdes, Fig. 18). Como as permuteinas diferem na
posicdo da hélice B e o envolvimento da mesma no intermediario ndo foi ainda
completamente compreendido, resolvemos estudar a estabilidade destas

proteinas para tentar ganhar mais conhecimento sobre esta questao.

5.2.4. O desenovelamento em meio 4cido.

O perfil de desenovelamento em meio acido de ApoMbWT que foi
monitorado por dicroismo circular (regido do UV distante) diferencia-se muito do
observado para os mutantes de permutacao. No pH fisiolégico, ApoMb-C_GHAB e
ApoMb-B_GHA apresentam uma [0]; de -12.400 e -11.000 deg.cm?dmol™,
respectivamente, que nao se altera significativamente com a redug¢ao do pH para
4. A reducao de [0]222 torna-se significativa apenas em pHs menores (pH 2,4), mas
que ainda sao condicdes em que ApoMb-C_GHAB apresenta altos valores de
[0]222 (-10.000 deg.cm®.dmol”) e de fy (40%) e que sdo bem superiores aos

76



aproximados -6.000 deg.cm®.dmol™ e fy = 25 % encontradas para mioglobina
selvagem em pH 2 (Barrick and Baldwin, 1993a) e ApoMb-B_GHA em pH 2,4. A
estrutura secundaria de ApoMb-C_GHAB é totalmente perdida com a adicdo de
Gnd-Cl 6 M em pH 6,5. O perfil de desenovelamento em meio acido de ApoMbWT
monitorado por CD mostra uma perda progressiva da [6]222 do estado nativo (pH7)
para o estato intermediario (pH 4), onde ocorre uma estabilizagdo em torno deste
pH (Barrick e Baldwin, 1993a). Apos este ponto ocorre uma nova transicao do
estado intermediario (pH 4) para o estado desenovelado (pH 2) com perda
progressiva de [0].22 (Barrick e Baldwin, 1993a). Este comportamento de
desenovelamento em trés estados foi examinado por varios estudos experimentais
e tedricos (Hughson et al., 1990, Loh et al.,, 1995, Jamin et al., 1999, Jamin et al.,
2001 e referéncias contidas nestes artigos). Estes estudos tém sugerido que a
transicdo entre os estados nativo (pH 7) e intermediario (pH 4) € causada em
grande parte pela protonagao das histidinas que estdo empacotadas no interior da
estrutura de ApoMbWT e estdo formando ligagdes de hidrogénio entre si e que
possuem um alterado valor de pKa (Geierstanger et al., 1998, Jamin et al., 2001).
Ja a descricdo do desenovelamento em meio acido do estado intermediario para o
desenovelado ainda é pouco entendida (Kay e Baldwin, 1998). No entanto, este
desenovelamento pode ocorrer por um efeito de repulsdo de cargas e
possivelmente é mais estabilizada pelas interagdes hidrofébicas (Kay e Baldwin,
1998; Jamin et al., 1999, Kay et al., 1999 e Ramos et al., 1999).

O desenovelamento em meio acido de ApoMbWT no estado nativo (N - pH
6-7) para estado intermediario (I — pH 4) mostra que a proteina apresenta um
aumento na intensidade de emiss&o de fluorescéncia e deslocamento do Amasx de
emissao de fluorescéncia para o vermelho de aproximadamente 5 nm (Irace et al,
1981 e Sirangelo et al, 2000). A partir de pH 4 (1) para pH 2 (estado desenovelado-
D), a intensidade de emissdo de fluorescéncia diminui e ocorre um novo
deslocamento do Amsx de emissdo de ~5 nm para o vermelho (Irace et al, 1981;
Kirby e Steiner, 1970 e Sirangelo et al, 2000). ApoMb-C_GHAB e ApoMb-B_GHA
apresentam valores semelhantes de Amsx de emisséo de fluorescéncia em pH 7 e

4, mas com uma intensidade de emissao de fluorescéncia em pH 7 maior do que
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em pH 4. Este Anax de emissao € semelhante ao apresentado por ApoMbWT em
pH 4, mas com intensidade menor. Isto sugere que o ambiente dos residuos de
triptofano destas permuteinas é semelhante ao de ApoMbWT no estado
intermediario (modelo proposto na Fig. 18). Especulamos que as diferencas entre
as intensidades de emissao de fluorescéncia possam estar num suposto aumento
do nivel de empacotamento das hélices GHAB de ApoMb-C_GHAB, o que
possivelmente promoveria a aproximacgao de residuos de aminoacidos carregados
mudando o microambiente dos triptofanos em relagdo a proteina selvagem (Fig.
18). Por exemplo, a aproximacgao das hélices B e A pode causar uma supressao
de fluorescéncia por transferéncia de carga como ocorre em ApoMbWT em pH 6
(Irace et al., 1981; Postnikova et al., 1991; Sirangelo et al., 2000; Tcherkasskaya e
Ptitsyn., 1999a; Tcherkasskaya et al., 2000b). Entre os pHs 4 e 2, as permuteinas
apresentam um aumento na intensidade da emissdo de fluorescéncia com
concomitante deslocamento de Ansax para o vermelho. Este processo pode estar
associado a uma maior flexibilidade (desestruturagdo) do microambiente em torno
dos triptofanos. Este efeito pode ter promovido o afastamento de residuos de lisina
ou histidina nestas condicbes extremas de pH, revertendo o processo de
supressao de fluorescéncia causado por estes residuos que estavam carregados
nas permuteinas em pH 4.

O perfil de enovelamento da ApoMbWT monitorado pela emissdo de
fluorescéncia € conhecido por passar por pelo menos dois intermediarios (I e Ip)
que podem ser detectados em experimentos de cinética e de equilibrio (Jamin e
Baldwin, 1998 e Jamin et al., 1999). Esta técnica foi utilizada para monitorar as
mudancgas conformacionais das permuteinas em relagdo a ApoMbWT em fungéao
do desenovelamento em meio acido em equilibrio. A acidificagao das amostras de
permuteinas de pH 7 para 5 mostra um decréscimo na intensidade de
fluorescéncia na ordem de 50 a 60% sem que haja deslocamento de pico maximo
de emissao de fluorescéncia ou centro de massa espectral. Um das explicacdes
para este comportamento poderia estar num rearranjo gradativo das estruturas
das permuteinas, que ocorreria nesta faixa de pH. A variacao de pH 7 para 5
poderia provocar a protonacao de histidinas, que estando préximas aos residuos

de triptofano, funcionariam como residuos aceptores de cargas oriundas do
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triptofano no estado excitado (doador). Este processo promoveria uma supresséo
na emissao de fluorescéncia por transferéncia de carga (Lakovicz, 1983). A lisina
seria outro residuo carregado que é conhecido como potencial supressor da
fluorescéncia do triptofanos (Chen e Barkley, 1998). Este tipo de supressao de
fluorescéncia tem sido observado em ApoMbWT que possui uma intensidade de
fluorescéncia do estado nativo (pH 7) menor do que a intensidade de fluorescéncia
apresentada pelo estado intermediario em pH 4 (Irace et al., 1981; Postnikova et
al., 1991; Sirangelo et al., 2000; Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999a; Tcherkasskaya
et al., 2000a; Tcherkasskaya et al., 2000b). Uma outra explicagao para a redugao
na intensidade de fluorescéncia entre os pHs 7 e 5 pode estar associada a maior
tendéncia a agregacao das permuteinas em relacado a ApoMbWT. Recentemente,
alguns trabalhos tém mostrado que ApoMbWT de musculo de cavalo tem uma
tendéncia a agregacdo quando se trabalha em concentragdes superiores a 0,2
mg/mL (Tcherkasskaya e Ptitsyn, 1999b; Tcherkasskaya et al, 2000a;
Tcherkasskaya et al, 2000b). Esta proteina demonstra um perfil de
desenovelamento em meio acido que depende da concentragdo de proteina
empregada (Tcherkasskaya et al., 2000b). Esta diferenca é notoria entre os pHs
8,5 e 6, quando se trabalha com 10 uM (~0,2 mg/mL) de proteina, onde ocorre um
decréscimo na intensidade de fluorescéncia a medida que os valores de pH
diminuem. A redugdo da concentragdo de proteina pela metade ja é suficiente
para eliminar este evento (Tcherkasskaya et al., 2000b). O grupo de Gaetano
Irace mostra que a ApoMbWT de espermacete também apresenta esse mesmo
comportamento de redugao na intensidade de fluorescéncia entre os pHs 8 e 5,5.
Neste trabalho, o grupo ndo faz nenhuma mencgédo de este fato estar ligado a
agregacao e acaba fornecendo uma explicagéo baseada na possibilidade de efeito
de supressdo de fluorescéncia por aproximacao de residuos de aminoacidos
carregados (Sirangelo et al., 2000). Contudo, as medidas de fluorecéncia neste
trabalho foram realizadas com concentragdes de proteina na ordem de 13 a 21 uM
e que podem estar sujeitas a agregacédo. Nos estudos conduzidos por nés e pelo
grupo de Baldwin (Jamin e Baldwin, 1996) a concentragdo de ApoMbWT utilizada
esta na ordem de 1 e 2 uM e nesta condigédo nao € observada esta mudanca de

intensidades entre os pHs 7 e 5, embora seja observada para as permuteinas.
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Do ponto de vista da estrutura secundaria de ApoMb-C_GHAB, a
resisténcia ao desenovelamento em meio acido monitorada por CD ainda n&o esta
clara, mas pode estar associada a criagcdo de dois dominios distintos, onde um
seria formado pelas hélices CDEF e outro pelas hélices GHAB. O dominio GHAB
possui maior quantidade de residuos hidrofébicos em relacdo ao CDEF e,
dependendo da protonagdo das histidinas, uma carga liquida menor em pH 7.
Possivelmente, a modificagdo espacial promovida pela permutagdo (as hélices
que estdo envolvidas na formagao dos intermediarios -A[B]JGH- de mioglobina
selvagem estdo proximas na sequéncia primaria — Fig. 6) favoreceu o colapso
hidrofébico de GHAB com um empacotamento maior que o observado para o
mesmo dominio de ApoMbWT em pH 4. Este fato pode ter dificultado o acesso do
solvente até o interior da proteina e/ou alterado o valor de pKa dos residuos
carregados e que podem estar envolvidos nas interagdes intra-hélices. Este tipo
de alteracdo aberrante dos valores de pKa foi descrita principalmente para as
histidinas 24 (Geierstanger et al., 1998) e 64 de mioglobina selvagem (Garcia et
al., 2000 e referéncias contidas neste artigo). As histidinas H24 (hélice B) e H119
(entre as hélices GH) formam uma ligagdo de hidrogénio na apomioglobina nativa
e seu rompimento parece levar a formacao do intermediario (Geierstanger et al.,
1998). No caso da ApoMb-C_GHAB, estes residuos de histidina se encontram
juntos no dominio GHAB, ao passo que em ApoMb-B_GHA nao. Além disto, ha
mais histidinas no dominio CDEF ou BCDEF do que em GHAB ou GHA, o que
pode torna-los bem mais carregados positivamente em pH 7. O pequeno numero
de residuos hidrofébicos associados a alta carga positiva pode explicar porque as
sequéncias CDEF ou BCDEF podem estar desestruturadas (Fig. 18). O dominio
formado pelas hélices CDEF encontra-se desestruturado no intermediario de
MbWT (pH4) e seus respectivos peptideos isolados possuem baixa estruturagao,
enquanto os peptideos isolados referentes as hélices B, G, H e segmento GH
apresentam maior quantidade de estrutura, ao que o peptideo referente a hélice A
é insoluvel (Waltho et al., 1993; Reymond et al. 1997). Estas consideragdes levam
a conclusao que a funcao das hélices ABGH seria melhor desempenhada quando

estao corretamente distribuidas nas extremidades N- e C-terminais de forma a
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favorecer um colapso hidrofébico que possibilitaria a aproximagao das hélices
menos hidrofébicas (CDF) [Fig. 18].

ApoMbWT ApoMb-B_GHA ApoMb-C_GHAB

pH 3,4

&
&
BRE
.

Figura 18- Modelo proposto de estruturacao dos mutantes de permutacao
circular de apomioglobina em diversos pHs, com especial referéncia a
participacao da hélice B (amarela) no intermediario. O modelo de estrutura de
ApoMbWT foi baseado nas informacdes que estdo contidas na literatura sobre
esta proteina (veja Introdugéo), sendo que os pHs 7,0; 4,0 e 3,4 sdo as condi¢des
onde o estado nativo e as formas |, e |, estdo mais populados, respectivamente.
Este modelo associado aos dados experimentais para as permutacdes circulares
(ApoMb-B_GHA e ApoMb-C_GHAB), que estao contidos nesta tese e que foram
obtidos a partir dos espectros de CD, de emissao de fluorescéncia dos triptofanos
e do tempo de vida de fluorescéncia dos triptofanos (Tabela 3 e 4 para ver uma
sintese destes dados), serviram de referéncia para a proposi¢ao da estruturagcao
destas proteinas mutantes. As hélices de mioglobina A, B, G e H estao

representadas pelas cores vermelha, amarela, ciano e verde, respectivamente. As
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demais hélices (C, D, E e F) estdo marcadas pela cor azul escura. Os quadrados
indicam um alto grau de estruturagédo do tipo a-hélice, os tridngulos indicam uma
estrutura parcialmente desenovelada, as meia-luas indicam uma estrutura
desenovelada e os circulos representam os dois triptofanos (2W) que estdo
localizados na hélice A. O grau de exposigcao destes triptofanos varia de acordo
com um gradiente de cor, onde a cor preta significa triptofanos menos exposto, o
cinza escuro triptofanos parcialmente exposto e o cinza claro triptofanos mais
exposto ainda, mas nao totalmente. As setas que partem da hélice B (amarela) em
direcdo a hélice A, onde os dois triptofanos (2W) estdo localizados, indicam a
interacao entre estas hélices. As setas pontilhadas entre os modelos de estruturas
de ApoMb-B_GHA e ApoMb-C_GHAB indicam o efeito da adicéo de sal (30 mM
NaCl) na estruturacdo de ApoMb-B_GHA, que provavelmente apds este
tratamento assume uma estrutura proxima a da ApoMb-C_GHAB. A provavel
estrutura randémica que € formada por uma sequéncia de quatro pares de serinas
e glicinas, que esta unindo as hélices A e H nas permutagbes, estdo
representadas pela cor laranja. Convém relembrar que a ligagdo do grupo heme

enovela todas as formas apresentadas em pH 7,0.

5.2.5. O desenovelamento induzido por uréia.

Durante o desenovelamento de ApoMbWT induzido por uréia, em tampéo
acetato de sodio pH 4 contendo 30 mM NaCl, monitorado por emissdo de
fluorescéncia nota-se um aumento no sinal entre 0 e 0,6 M uréia (Luo et al., 1997).
Em tampéo citrato de sodio pH 4 contendo 30 mM NaCl (Jamin e Baldwin, 1998),
este aumento de emissdo de fluorescéncia é observado entre 0 e 1 M de uréia.
Segundo Jamin e Baldwin (1998), este aumento de intensidade de emissao de
fluorescéncia se deve ao desenovelamento do |, passando para a forma I, (ver
Introdug&o) que € invisivel ao CD2,,. Na presenca de 30 mM NaCl, o intermediario
€ mais estavel. ApoMb-C_GHAB em pH 4,0 apresenta um aumento de sinal de
emissao de fluorescéncia entre 0 e 1,5 M uréia, enquanto ApoMb-B_GHA néo
apresenta este aumento de sinal de emissdo de fluorescéncia mas apresenta
aumento de elipticidade molar na presenca de 30 mM de NaCl. A partir destes

resultados, propomos que ApoMb-C _GHAB seria similar ao l,, onde o
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intermediario seria composto por ABGH, enquanto ApoMb-B_GHA seria similar ao
la, onde o intermediario seria composto por AGH (Fig. 18).

Evidéncias de que I, seja formado pela estruturacdo da hélice B vem de
experimentos de mutagénese sitio-dirigida onde 2 glicinas da hélice B foram
trocadas por alaninas (um aminoacido que favorece a formacédo de a-hélice)
(Kiefhaber e Baldwin, 1995). Essas mutagbes aumentaram tanto a propensao a
formacao de a-hélice em um peptideo referente a hélice B quanto a estabilidade
do intermediario em pH 4. Quanto a estabilidade destas permuteinas em pH 4,0, a
ApoMb-C_GHAB na aunséncia de sal se apresentou aproximadamente 1,5 vezes
mais estavel que ApoMbWT na presenca de 30 mM NaCl, condicdo em que a
estabilidade de ApoMbWT em pH 4,0 é aumentada em relagdo a auséncia de sal.
A ordem de estabilidade crescente para as proteinas analisadas aqui foi a
seguinte: ApoMb-C_GHAB, ApoMb-B_GHA e ApoMbWT. Isto sugere que as
permutagdes das hélices A e AB promovem estabilizacdo das espécies
intermediarias |, e lp, respectivamente, de forma a desfavorecer a formacédo de um
estado nativo similar ao apresentado pela ApoMbWT em pH 7,0 (Fig. 18).
Contudo, estas barreiras energéticas, que foram criadas entre estas estruturas
intermediarias (parcialmente enovelada) e a nativa (totalmente enovelada), séo

vencidas com a ligagdo do grupo heme.

5.2.6. Modelo para o enovelamento de apomioglobina.

Nossos resultados confirmam o modelo de enovelamento sequencial para a
apomioglobina. O primeiro intermediario seria formado pelas hélices A, G e H
como mostrado em experimentos de troca de deutério e cinética rapida (Hughson
et al., 1990; Jennings e Wright, 1993). Em seguida, ocorreria a estruturagao da
hélice B formando o intermediario ABGH como proposto por experimentos de

cinética rapida (Jamin e Baldwin, 1998).
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6. CONCLUSOES.

1-Foi apresentado um novo método para a purificagdo de mioglobina sem o grupo
heme, apomioglobina. Este método tem a vantagem de ser mais econémico e é

eficaz para mutantes que nao ligam esse grupo;

2-Foi apresentada uma solugao para o problema de perda de estrutura aparente
para alguns mutantes de mioglobina. Este problema acometia os pesquisadores

na area de enovelamento de apomioglobina desde o inicio da década de 90;

3-Mutantes de delecdo de hélices de apomioglobina sdo pouco estaveis e nao

ligam o grupo heme total ou corretamente;

4-Mutantes de permutacdo de hélices apresentam conformagdo e ligagcéo
caracteristicas da proteina selvagem. Contudo, sdo menos estaveis e pode

explicar o porqué deste arranjo ndo ser encontrado entre as globinas conhecidas;
5-Os mutantes de permutacéo permitiram entender um pouco melhor a estrutura e

a formacgao dos intermediarios na via de enovelamento de apomioglobina,

reforcando a hipétese de enovelamento sequencial do tipo D-l,-lp-N.
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7. APENDICE.
7.1. Construcao do vetor pT7-7a-2Mb.

A figura 19 mostra uma descrigdo esquematica para a construgdo do
cDNA2Mb, que foi clonado no vetor pT7-7a, para o desenho de permutacgdes.
Varias reagbes de PCR foram empregadas. A primeira reagao de PCR (Fig. 19 A)
usou o oligo 5’ original para o cDNA de mioglobina de espermacete clonado em
pT7-7a-Mb (5’AGGAGAACAACACATATGGTTCTGTCTGAAZ’) [oligo i1 com o
oligo 3’ (5’ ACCAGAACCGGAGCCAGATCCGCTACCCTG3)) [oligo ii] que removeu
0 coédon de parada, adicionou os coédons para uma sequéncia SGSGS e para o
sitio de restricdo de BsaWI. A segunda reacédo de PCR (Fig. 19 A) utilizou o oligo
(5TCTGGCTCCGGTTCTGGTATGGTTCTG3’) [oligo iii], que adicionou o sitio de
restricao de BsaWl e os cédons para GSG seguido do primeiro residuo em
miogobina, Met, em conjunto com o oligo 3" original para o cDNA de mioglobina de
espermecete (5 TGCAGGTCGACCCCCCGGY’) [oligo iv]. O produto de PCR foi
parcialmente digerido com BsaW!I e ligado por DNA ligase (Figura 19 B). A ligagao
produziu dois cDNAs de mioglobina clonados em série em posigdo para
transcricdo e para tradugdo correta, ligados por uma sequéncia de nucleotideos
que codifica 8 residuos de serinas e glicinas (SGSGSGSG) [Fig. 19 C]. Este cDNA
foi amplificado por uma terceira reagdo de PCR com os oligos originais para o
cDNA de mioglobina (ver acima), sendo o produto digerido com Ndel and Sall e

clonado em vetor pT7-7 (Amersham Life Sciences), criando o vetor pT7-7a-2Mb.
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Figura 19- Construcao do cDNA2Mb
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Abstract

As molecular biology has developed it has become possible to abundantly produce heterologous proteins in bacteria and o
design serial amino acid substitutions Tor the generation of modified proteins, an approach also known as protein engineering,
Sperm whale myoglobin, a protein of broad interest. has been cloned For several years now and a large collection of mutants has
been produced. The presence of heme stabilizes the protein, which is recovered soluble from the bacterial pellet, and most purifi-
cation protocols take advantage of this property for myoglobin purification directly Irom the pellet. However, recovery from the
column resin is poor with these methods making them expensive and the procedure for removing heme is laborious and drastic when
the apo form of Mb is required. In the case of proteins with severe mutations, which bind heme weakly or do not bind it at all, such
methods cannot be emploved without massive loss of productivity. Here, we describe a modified method, which is both low cost and
rapid, for the purification of the soluble apo form of Mb from Escherichia colf inclusion bodies. Biophysical characterization of the
protein after purification shows that the purified apoMb retains its native conformation and is soluble. This modilied method is also
used for the purification of a non-heme-binding apoMb mutant. demonstrating its efficiency when dealing with drastic mutations.

@ 2002 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

Myoglobin (Mb)' functions as a protein for frans-
porting and storing oxygen and 15 a soluble, globular
heme-binding proten, comprising 153 amino aads ar-
ranged in eight helieal segments (named A-H). Sperm
whale myoglobin has been studied exhaustively and in-
vestigations have centered on its structure, function,
heme-binding, stability, and folding pathway. Refer-
ences are many, see for some examples: [1-7], and cita-
tions therein. The ability of myoglobin to bind oxygen
depends on the presence of heme and, when this pros-
thetic group 15 lost, Mb maintaing s nabtive solubihiy
and conformational structural characteristics and is re-
ferred to as apoMb. ApoMb demonstrates various dif-
ferences from its holo form; its red color is lost and the

"Corresponding author, Fax: +55-19-3287-71 10

E-mail address: cramos@inls br (C.HI. Ramos).

! Abbreviations used- Mh, myoglobin; Hrib, horse myoglohin;
SDS-PAGE, sodium duodecyl sulfate-palyacrylamide gel electropho-
resis; W, wild type; Gdm-Cl, guamidimum chloride; 1B, nclusion
bodies; NME, nuclear magnetic resonance,

protein has both a lower ellipticity [8.9], lower stability
[3]. and is less compact [10]. ApoMb unfolds in just one
stage, whereas holoMb appears to unfold throughout a
two-state process [11].

The cloning of sperm whale myoglobin ¢DNA in a
prokaryotc expression vector [12,13] opened the possi-
bility of producing this protein in an abundant way. The
profein cin be expressed in Escherichia coli, a cell which
produces heme, which in turn binds to Mb, increasing its
stability. Most of the purification protocols recover the
soluble holoMb from the bacterial pellet and purify the
protein from it. However, these methods are somewhat
expensive, since recovery from the column resin is inef-
ficient. If the apo form of Mb is required, the protein
must undergo a heme-removing procedure. The advance
in molecular bwelogy methods has made possible the
creation of site-directed mutants for the study of specific
residue functions in this protein. In the case of severe
mutants that bind heme weakly, or do not bind 1t at all,
the conventional holoMb purification methods cannot
be employed without massive loss of protein. The apo

L046- 592 B0 - soe front matter @ N2 Elsevier Scence (USA). All rights reserved.
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and holo forms of Mb have been our object of study for
several years [11,14]. The preparation of the apo form,
and the purification of deficient heme-binding mutants,
has always been laborious and highly expensive. The
development of a less laborious and expensive technigque
is essential for use in less well-equipped laboratories or
when the preparation of mutants s required for the
study of Mb structure and function. Here, we describe a
modified and rapid method for the purification of the
soluble apo form of Mb from E. coli inclusion bodies
that s effective for work with non-heme-binding mu-
Liants.

Materiaks and methods

Cloning and site-divected mutagenesis

The sperm whale Mb cDNA was cloned between the
restriction sites Nael and Sall in pT7-7 vector (Amer-
shan Life Science), originating the pT7-7-Mb vector.
This expression vector was a gift from Dr. Robert
Baldwin, Stanford University. The Mb mRENA tran-
scription is under the control of the T7 promoter and is
produced with a high copy number under IPTG-mduc-
tion [15]. The site-directed mutagenesis method used 15
variation of the method deseribed by Landt et al. [16]. It
15 4 PCR-based method where two oligonueeotides were
designed, a forward one containing the Ndel restriction
site and, consequently, the start codon (Methionine),
and a reverse oligonuclectde which replaces the Gly124
codon with a stop codon and introduces a Salfl restric-
tion site upstream. The PCR product was digested with
Neel and Sall enzymes and cloned in the pT7-7 ex-
pression vector provieusly digested with the same en-
ZYINES.

Expression and purificaiion

LB medwm contaming carbemellin (Pharmacia) was
inoculated with an overnight transformed culture of
BL21(DE3) E cofi strand {Novagen). The culture was
srown al 37°C until it reached an ODygq of between 0.8
and 1LOUA., when IPTG was added to a final concen-
tration of 0.4mM [15). The temperature was either
maintained at 37°C, for conventional protein expres-
sion, or changed to 42°C for expression in inclusion
bodies. After 5h, the bacteria culture was sedimented by
centrifugation, resuspended in 20ml/L lysis bufler, and
passed three tmes throughout the French press at
2000 psi. The DEAE column was equilibrated with 5 bed
volumes of equilibration bufler and the protein was re-
covered i the flow throughout. The CM column was
equilibrated with 5 bed volumes of equilibration bufler
but the protem was recovered with mereasing concen-
trations of NaCl (0-100mM) in equilibration bufler (10

100

bed volumes). The examination of expression yield and
profein profile purification were performed by SDS
poelyacrylamide gel (SDS-PAGE). as desenbed by Lae-
mmli [17]. The composition of working buflers is as
follows: lysis buffer: Tris=HCL 100 mM, KCI 100 mM,
and EDTA 1 mM. pH 8.0, solubithzation bufler: Tris
HCl 100mM, pH B0, Gdm-Cl 8M. Equlibration
buffer: sodium phosphate 30mM, pH 7.2, No protease
nhibitors were included in the buflers.

Proiein assays

Horse Mb was purchased from Sigma and all chem-
icals used were of analytical grade. ApoMb concentra-
tion was measured spectrophotometrnically uwsing the
calculated extinction coeflicient for denatured proteins
[18-20]. Hemim was mixed to the protein solubion in the
proportion of 1:2 (protein:hemin) and incubated at 4 °C
during 30min in holoMb preparation, followed by
centrifugation at 90,000z, 4°C for 20min for elimina-
tion of any remaining apo form. The concentration of
holoMb was measured at the Soret band in 20mM so-
dium phosphate at pH 7.0, as deseribed by Antonini and
Brunori [1] using & JASCO UV/Vis spectrometer model
530,

Spectroscopic methods

Circular dichrosm (CD) measurements were re-
corded using a Jasco J-810 spectropolanimeter and the
caleulation of protein -helical content was determined,
as descrnibed by Chen et al. [21]. All measurements were
performed in Hellma cuvettes of lem path length in
20mM sodium phosphate, pH 6.5, at 4°C. MALDI/
TOF measurements were performed at the Mass Spec-
trometry facility at UNICAMP, The NMRE specira were
recorded at 20°C ina Vanan INOVA spectrometer with
a4 'H operating frequency of 499.73 MHz and processed
using Felix 2.3 software (Biosym Technologies).

Resulis

The substitution of a stop codon for Gly124 in the
Mb ¢DNA, using site-directed mutagenesis, wis con-
firmed by DNA sequencing. The sequencing also con-
firmed that the ¢cDNA was corrected cloned in the pT7
vector and no other mutation was mireduced. These
procedures created the mutant pT7-7-Mby_j23 expres-
sion vector. Fig. 1 shows Mb ammo acid sequence and
the residues deleted in the mutant (referred to here as
Mby a3). The WT and Mby 33 myoglobins are highly
expressed both at 37 and 42°C (Fig. 2). However, upon
cell disruption, we found that Mby ;25 was detected in
the pellet both at 37 and 42°C, even when extra heme
wits added, whilst Mb WT appeared in the pellet only at
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Fig. 1. Myoglobin amino acid sequence. The amino acd residues are
represented by one-ketter code and the residues participating in each
helix {A-H) are underlined. The residues needed for heme hinding are
indicated in ttalic [2,26] and the residues deleted in the mutant Mby a3
are shown in lowercases,

42°C (Fig. 2; pellet lanes are labeled as Pel? and su-
pernatant lanes are labeled as Sup?). The Mbs expressed
as inclusion bodies are found in the pellet.

The pellet was washed five times with Iysis bufler for
the cleansing of cell debris and other impurities. The
efficiency of the cleansing with the lysis bufler is notable
in Fig. 2 (compare the lanes labeled Wasl and Fasi).
After washing, the inclusion bodies were disrupted for
protein solubilization. In the first atlempt of breaking
the inclusion boedies, either SDS or Triton X-100 was
employed. However, the elimination of these detergents
proved to be diflicult, since neither was removed by di-
alysis. Furthermore, the WT apeMb did not bind heme
ethiciently when D8 was used in disrupting the inclu-
sion bodies during purification {data not shown). The
use of Triton X-100in the solubilzation buffer was also
inefficient, since a strong absorbance band after the
purification appeared at 280 nm that cannot be attrib-
uted to the protein. The absence of fluorescence or cir-
cular dichroism spectra characteristic for protein (data
not shown) when Triton X-100 was used also confirmed

E A Ribeive Jr. et al. | Protein Expression and Purification 28 (2003 ) 202-208

this contamination. We postulate that these detergents
bind to the Mb heme cavity, making them difficult to
eliminate. The use of Gdm-Cl in the solubilzation buf-
fer. a stronger destabilizer than urea. followed by a ra-
pid sonication step, proved to be successful in inclusion
body disruption. Fig. 2 shows that the proteins are re-
covered solubilized after centrifugation (they are found
in the supernatant, see lanes labeled Supd).

Another important step after profein solubilization is
its refolding in 8 M Gdm-Cl. A direct dialysis in the
equilibration bufler was not efficient, smee some apoMb
precipitated. A better approach was to slowly add an
equal volume of the disruption bufler without Gdm-ClL
This approach decreased the protan concentration and
decelerated the elimination of the denaturant. The di-
alysisin the equilibration buffer removed the denaturant
and lowered the pH improving the purification, since
most of the contaminants precipitated and were easily
removed by centrifugation. Notice in Fig. 2 that the
proteins are present in the supernatant, labeled as Supd,
whilst most of the contaminants are present in the pellet,
labeled as Peld. There is precipitation of the apoMb due
to its high production but this protein can be recovered
under another solubilization step performance (data not
shown). Both proteins were purified further by one-step
ion exchange chromatography and collected from the
flowthrough of & DEAE column. Fig. 3 shows an SDS
gel of the wild-type apoMb and the apoMby_ja3 mutant
for the characterzation of molecular weight and of the
high quality of purification (=>90%). The column was
casily cleaned following the wusual protocols and the
obtained protein was ready for dialysis against water
and Ivophilzing for storage. By this protocol WT

Fra A
HeMh N1 I Pl Sep K1 1 Pell Supl Wasxl WasS Supd  Peld  Sopd
—_— . —
¥ =T
-
17 klka - - - [ pr—— ' '.-—' 4 17 kDa
— - —
—
—
- =
17 ke —p
F - "‘ ‘ = e kD

Fig.

2. Myoglobin expression and purification at 37 and 42°C. Top, wild-type Mb; bottom, Mby_ 3. HMb, horse myoglohin for molecular weight

reference; M1, pellet of the bacteria culture not induced; 1, pellet of the bacteria culture after 5h induction; Pei2, pellet after the bacteria culture lysis
procedure; Sup? | supernatant after the bacteria culture lysis procedure; Was?, first inclusion body washing; Was5, fifth inclusion body washing; Sups,
supernatant after solubilization {inclusion bodies disrupted); Peld, pellet after dialysis; Sup4, supernatant after dialysis. Temperatures of induction,

42°C ar 37°C, are shown in the top.
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Fig. 3. Purificd WT apoMb and apoMby » proteins after DEAE
chromatograph. Lane | contains the protein molecular weight stan-
dards {Cibco). Lane 2 is apoMbwt (~17kDa 153 amino acid resi-
dues). Lane 3 is apoM by s (~14 kDa 123 amino acid residues). Both
proteins are highly purified and present relative migration as expected
for their molecular weight.

apoMb was obtained in a yield of 45mg/lL and
apoMby_as in a yield of 30 mg/L (Table 1)

The stored protein may be easily resuspended m
water without bufler, since the presence of even a litile
amount of salt increases precipitation (data not shown).
The purified wild-type apobb 15 soluble and has stable
a-helical conformation as seen by its characteristic CD
spectra (68% a-helical; Fig. 4A and Table 1). Purfied
WT apoMb was able to bind heme as scen by its spectra
at the Soret band (Fig. 4B and Table 1) and is folded as
detected by characteristic 1D '"H NMR spectra (Fig. 5).
After heme binding WT Mb is more structured, as
shown both by CD (87% s-helical; Fig. 44 and Table 1)
and by 1D 'H NMR (Fig. 5). The apoMby 23 15 soluble

but lacks most of its 2-helical secondary structure (205
g-helical; Figo 4A and Table 1) as well as its ability to
bind heme. The addition of heme (o apoMb; a3 leads to
protein aggregation and no spectral sign 18 measured
either by circular dichrosm or by absorbance. The effect
of 300  trifluoroethanol on  the conformation of
apoMby_j2; as measured by circular dichroism shown m
Fig. 4A and an merease m the s-helical composibion
from 20 to 25% 15 observed (Table 1.

Driscussion

Methods for the purification of recombinant Mb take
advantage of the high stability of this protein when
bound to heme. When a protein 18 much more stable
than others found in bacteria, stringent conditions can
be used for the precipitation of these contaminants while
the target remains soluble. In the case of many protocols
for the purification of recombinant Mb, the extraction
of bacteria without extensive treatment is used in the
chromatographic step, making the task of cleaning the
resm very difficult or sometimes even impossible. In
addition, when purification of apomyoglobin is re-
guired, the heme-extrachon procedure 15 extremely
harsh for the protein, as it requires precipitation in an
acid organic environment, The initial motivation for this
study was to find a more suitable method for the puri-
fication of apomyoglobin that overcomes the afore-
mentioned unfavorable aspects. We herein describe a
novel, rapid, and inexpensive method for the purifica-
tion of the apo form of myoglobin. This procedure also
proved valuable for the purification of myoglobin mu-
tants that either bind heme weakly or do not bind 1 at
all.

The first modification miroduced o previous Mb
purification protocols is the change in temperature after
IPTG induction. An inereased temperature induces the
WT Mb to preapitate in msoluble inclusion bodies, an
occurrence also caused by mutagenesis of some residues
i this protein, as observed for the Mb mutant tested m

Tahle 1

Purified proteins biophysical paramcters
Protein form Yield A ywf A mg Mokcular weight: CD 222nm x-Helical

{mg/L) measurad (expacted) (Da) {degem® dmol ') content {4)

Apohb WT 45 1 L 73326 (17321409 (R EHH HE
HaoloMb WT 4.2 25,500 &7
Apabdby x 0 12 L4292 4 { 1408 1.3) 2800 0
Apobdby, o (TEE 0%, ., 1300 25

The table shows important biophysical parameter characteristics of purified apo and holo forms of WT Mband of

apob by . Sec Materials and

methods for details. The parameters measured for wild-type Mb are in good agreement with previously published results. The Apohby 23 mutant
lost a large amount of sccondary structure as compared with the wild-type and scems not to be able to bind heme. Both proteins are purified in good
yield and are of expected molecular weight. By our experience, the purification of apobMb WT using other purification method yields 080 mg/L

protein [11].
Al errors are less than 5%,
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Fig. 4. Conformational characterization of the apo and holo forms of WTMb and of apobby 25 (A) Far-UV CD speactra. WT apoMb (closed circlz)
shows characteristic a-helical conformation that bacomes more helical in the presence of heme (open arcke). The amount of a-helical conformation in
Apoldby a4 (asterisks) is lower than in WT apoMB and its value increases in the presence of 2004 TFE (black stars). {B) Absorbance spectra. The
apo {closed eircle) and holo {open circke) farms of WT Mb and Mb, 15 {asterisks) show the characterstic peak at 280 nm due to tryptophan but only
the holo form shows the characteristic Sorct band duc to the heme binding,

this study that precipitates even at 37 °C. Consequently,
Mb becomes the main protein component of the inclu-
sion bodies, facilitating its purification. Afier initial
bacterial wall disruption, mclusion bodies were casily
separated from the other cell components by centrifu-
gation due to thar high density. Afterward, the inclu-
sion bodies must be disrupted to achieve protem
solubilzation. Detergents have been used both for m-
clusion body solubilization and for preventing protein
aggregation during refolding (see [22] for a recent review
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Fig. 5 One-dimensional "H MMR spectra of the apo {upper panel) and
halo {lower pancl) forms of WT Mb. The NME samples contained
S50 uM protein in 95% Ha(W5% DpO at pH 7.0, The apo and holo
forms of WT Mb contain many well-resolved resonances reflecting the
folded nature of these states.
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on this topic). But, the use of detergents for disruption
of the inclusion bodies showed not to be a good strategy
as their removal by dialysis is difficult. The procedure of
producing apoMb in mdusion bodies and their disrup-
tion using SDS have previously been descrnibed by Jen-
nings et al. [23]). However, this study used an overswed
reverse phase chromatography protocol for SDS elimi-
nation, whilst functioning well, is costly. For laborito-
ries without these facilities for the elimination of
detergents, the use of inclusion bodies may not be suit-
able for isolating Mb in its apo form. Herein, we dem-
onstrate that the use of Gdm-Cl in the solubilization
bufler combined with several short steps of sonication is
an efficient method for this disruption without the use of
detergents. Once the protan has been solubileed, we
found that decreasing the initial Gdm-Cl concentration
from 8 to 4 M reduces by half the proten concentration,
an important step for avoiding apoMb precipitation.
The amount of contaminant protein that precipitaies
after dialysis is very high, due to the fact that most of the
precipitated protens are not as stable as apoMb. Even
apoMbi_ s, which possesses a severe mutation that
causes missing of s-helical content, is found in the sol-
uble portion afier dialysis. Since the dialysis procedure
takes over 12h, we found it safer to perform this pro-
cedure at low temperature to avold protease action or
precipitation. Although the dialyses were performed at
low temperatures, the chromatography procedures were
carrted out at room temperature without any protein
precipitation. The protein is purified by one chroma-
tography step in which the remaming contammants were
eliminated. An optional second chromatography step
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using CM-Sepharose can be added when an extremely
purified protein 1s required (>95%) or when the proten
yield is low (in the case of poorly expressed mutants).

The resultant purified protemns obtamed by this pro-
cedure are sceluble and mantain both structure and
function. Their apo forms have no sign of bounded
heme in the Soret band. The WT apoprotein is folded
and is able to bind heme as seen by the spectra at the
Soret band both by visual inspection and by the relation
between the protein absorbance at 408 and 280 nm [1].
Both the purified WT apoMb and the holoprotein re-
semble native stable proteins in solution from the NMR
standpomt. The o-helical structure percentage for
apoMb WT and the gain in secondary structure of the
order of 200 for its hole form are in accordance with
previous studies of this protein [8].

Research in the field of myoglobin proteins some-
times relies on mutations for investigation. Olson and
Phillips [6] demonstrated that myoglobin stability de-
pends on heme binding; thus, mutations that affect heme
binding have harmful effects on protein stability. Since
traditional methods for myoglobin purification rely on
high stability, when a cloned mutant has decreased heme
athnity 1ts purification yield 1 reduced. When the mu-
tation is unfavorable, less protein is produced and the
level of purification decreases. It is not unusual for a
non-heme-binding mutant to be ignored due to the in-
ability to purify a substantial amount for further ex-
periments. The non-heme-binding mutant used herein
lacks the last 20 residues responsible for making the H
helix. This deletion causes loss of secondary structure as
seen by cireular dichroism experiments and in contrast
o our expectations (see [24] for an example of horse Mb
deletion mutant that binds heme). it does not bind heme
at all. One of the residues that are involved in heme
binding 15 lost in this mutant (see Fig 1), Although the
discussion of the loss of heme-binding ability in Mby_ja5
requires further studies, we assume that the partial loss
of structure is probably the cause for the absence of
heme binding and its low stability at high concentra-
tions. The increase of a-helical content caused by TFE
suggests that some regions of the protein have propen-
sity to assume this conformation whereas the fact that
the presence of this aleohol does not facilitate heme
binding to Mby_j2; correborates the hypothesis that the
heme pocket in this protein is not correctly folded (see
[23] for an example of sperm whale Mb deletion mutant
that does not bind heme). Such non-heme-binding mu-
tant would not be ecasily purnfied by the conventional
methods where the heme-binding property is important
for the purification efliciency. Using the method herein
described. we were able to purify this mutantin a similar
manner o the WT protein. The mutant apoMb 1s sol-
uble cither after final dialysis or afier it has been ly-
ophilieed and resuspended in water. However, the
proten does not bind heme. as confirmed by s Soret
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spectra absorption. Absence of bound heme made the
purification of this mutant unfeasible by conventional
methods and the purification of apoMby_js5 in a soluble
form demonstrates that the method developed is eilicient
for the purification of Mb mutants with low or ne heme-
binding afhmty. We also suggest this method to be
suitable for the purification of fusion and His-tagged
proteins, but further experimental work should be done
o support it.

Conclusion

Myoglobin is & widely studied protein. The cloning of
its ¢cDNA in a vector for high protein expression is
furthering our knowledge regarding this protein, since
larger amounts of protein can be purified and site-di-
rected mutagenesis may be performed where a series of
amino acid residues can be changed. The efficiencies of
most of the Mb purification protocols available depend
on heme-binding propertics. Although these methods
are very eflicient, they are onerous and the subsequent
removil of heme for apoMb studies is expensive and
laborious. In addition, these methods do function ade-
gquittely when non-heme-binding mutants are produced.
Here, we describe a method that forces expressed
apoeMb o preapitate in mclusion bodies, where the
protein can be extracted in its soluble, purified form by a
procedure that 1s both rapid and inexpensive. We dem-
onstrate efficient results with both WT and a non-heme-
binding mutant, producing seluble and pure proteins.
Both proteins demonstrate a-helical conformation by
CD spectra inspection. The WT apoMb is functional as
shown by its ability to bind heme forming holoMb and
recovering its a-helical structure. The two forms of pu-
rificd WT Mb are correctly folded. Therefore, this
method is suitable for quick and cheap purification of
the apo forms of wild-type and mutant Mbs,
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Abstract

Several authors have reported that many sperm whale apomyoglobin mutants
show anomalous circular dichroism spectra. These mutants have a low molar ellipticity
when compared to the wild-type protein, but in several cases have the same stability of
unfolding. A model in which native apomyoglobin is not folded in the same manner as
other proteins and in which mutants show progressive reductions in their degree of folding
has been suggested to explain this phenomenon. However, nuclear magnetic resonance
of the native apomyoglobin conformation has shown that this state is folded and compact,
raising the possibility that the anomalous circular dichroism spectra could have another

explanation. We studied several mutants with anomalous circular dichroism spectra and
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found that these proteins were all contaminated with nucleic acid that contributed to the
ultraviolet absorption and caused uncertainty in the determination of protein concentration.
The resulting overestimation of the concentration of apomyoglobin explains the
phenomenon of anomalous circular dichroism spectra. We describe a procedure to remove
the contaminant nucleic acid which yields accurate protein concentration measurements
and provides the normal circular dichroism spectra. Our findings support a well-structured
native conformation for apomyoglobin and may also be of the interest to others working

with purification of recombinant proteins.

Abbreviations: Mb, myoglobin; WT, wild-type; C_, urea concentration at the

midpoint of the unfolding transition; TFE, trifluoroethanol; CD, circular dichroism; [®], mean

residue molar ellipticity; A, absorbance; UV, ultraviolet.

Introduction

Sperm whale myoglobin (Mb) is a monomeric protein with eight a-helices labeled
A-H [1]. In the absence of its heme group, apomyoglobin (apoMb) maintains a folded
structure at neutral pH and folds throughout an intermediate that can be studied in
equilibrium [2]. Because of these special characteristics and also because it is very
manageable in solution, apoMb has been widely used in protein folding studies. Several
authors have studied apoMb using site-directed mutagenesis and have observed that
many mutants show anomalous circular dichroism (CD) spectra. The phenomenon of
anomalous CD spectra is characterized by a low mean residue molar ellipticity ([®])
compared to the wild-type (WT), although several of these mutants have the same stability
of unfolding and the same CD and fluorescence spectra shape as WT. At pH 7, where

apoMb is native, the current ellipticity for WT sperm whale apoMb at 222 nm ([®]22) is

108



between —18000 and -21000 deg.cm®.dmol™ [2-12]. Sperm whale apoMb preparations with
anomalous CD spectra have [©],2, lower than -17000 deg.cm?.dmol™ and most of them are
single-residue mutants with a stability of unfolding similar to the WT (Table 1).

Lin et al. [13] studied the phenomenon described above and concluded that native
apoMb is not folded in the same manner as native proteins and has molten globule
character. In their model, native apoMb has a fluctuating structure in which even a single
mutation causes large reductions in the degree of folding. This conclusion was disputed by
Eliezer and Wright [14], who pointed out that the nuclear magnetic resonance spectral
properties of native apoMb do indeed correspond to the properties of native proteins,
except for the unfolded F helix. Further detailed investigations of native apoMb using
nuclear magnetic resonance have also confirmed that this form of apoMb is compact and
folded at neutral pH [15,16]. Finding the answer to the problem posed by Lin et al. [13] has
been a long-standing challenge to workers on apoMb.

We have also encountered sperm whale apoMb mutants with anomalous CD
spectra (Table 1) and show that the origin of this phenomenon in our work is an imprecise
determination of protein concentration caused by the presence of residual nucleic acid.
This nucleic acid contributes to the ultraviolet (UV) absorption and causes overestimation
of protein concentration, thus leading to anomalous CD spectra. In this work, we report an
investigation of the anomalous CD spectra shown by many mutants, and the uncertainty in
the determination of protein concentration caused by contamination with residual nucleic
acid. We also show that the inclusion of an additional chromatographic step in a recently
published protocol for the purification of apoMb [12] removes the nucleic acid. This
removal of nucleic acid results in accurate protein concentration measurements and in

normal CD spectra.

Materials and Methods
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Apomyoglobin preparation and general procedures. All chemicals used were of analytical
grade. The expression and purification of recombinant Mb were done as described by Loh
et al. [17] and apoMb was prepared from holoMb as described by Rossi-Fanelli et al. [18].
Alternatively, apoMb was obtained directly from inclusion body preparation as described by
Ribeiro-Jr et al. [12]. In our experience, either procedure for obtaining apoMb resulted in
proteins with normal CD spectra as well as in proteins with anomalous spectra. All
chromatographic experiments were done using an Akta FPLC system (Amersham

Pharmacia).

Spectroscopic measurements. Protein concentrations were determined using
spectroscopic methods [19-21] that relies on the absorbance spectra of the protein’s
aromatic groups, tyrosine and tryptophan, and disulfides. Briefly, the protein samples,
alone or diluted 1:1 and 1:2 with water, in duplicate, were mixed to a final buffer
concentration of 20 mM phosphate buffer pH 6.5 and 6 M Gdm-Cl, and had their
absorbance was measured. Each experiment was repeated at least 3 times to guarantee
that the error was almost insignificant. A detailed description of this method is given in
reference [22]. The presence of nucleic acid in the protein preparation was identified
based on the Azsor60 ratio and by ethidium bromide fluorescence. For the latter, 4 uL of a)
the protein preparations, b) a negative control containing buffer alone, and c¢) a positive
control containing 2 ng of DNA (lambda/Hind 1ll, Gibco) were spotted onto glass plates.
Ethidium bromide was then added to each spot to give a final concentration of 1 ug/mL
and the glass plate was exposed to UV-light to detect fluorescence using a Kodak DS
DC120 system. Circular dichroism measurements were recorded using a Jasco J-810
spectropolarimeter with 1 or 10 mm pathlength cuvettes, and protein concentrations of 1 to

20 pM. Circular dichroism spectra of holoMb and apoMb, at native conditions, were

110



obtained at 25 ©C in 10 mM HEPES, pH 7.8. The CD data was expressed as the ellipticity
(®) in millidegrees, which was converted to the mean residue molar ellipticity using the
equation:

©]= 2 (Equation 1)
10 ICn

where C is the protein concentration in mol/L, / is the cuvette pathlength, and n is the
number of amino acid residues (153 in apoMb). The mean residue molar ellipticity is given
in deg.cm?.dmol”. UV absorbances were measured in a JASCO model 530 UV/VIS
spectrophotometer. Fluorescence measurements were made in an SLM AB2
spectrofluorimeter using a 1 x 1 cm pathlength cuvette and 1 yM apoMb, with excitation at
288 nm and a bandpass of 2 nm, and emission at 320 nm with a bandpass of 8 nm. The

fluorescence experiments to compare WT and mutant were performed in 10 mM HEPES,

pH 7.8, at 25 OC on the same day using the same equipment settings.

Urea- and pH-induced unfolding. Urea solutions were prepared freshly and filtered. The

concentration of the urea solution was measured by its refractive index as described by

Pace [23]. The unfolding of apoMb by urea was studied in 10 mM HEPES, pH 7.8, at 4 OC,

with a 20 min equilibration. The pH-induced unfolding experiments of apoMb were studied

using 2 mM acetate buffer at 4 ©C, with a 20 min equilibration. Each curve or point was the
average of at least three independent experiments. Unless stated otherwise, the
experimental error was less than 2%. All data were analyzed using Origin software
(Microcal).

Results

The anomalous circular dichroism spectra phenomenon. Figure 1A shows the far-Uv CD

spectra for WT apoMb and for mutants D44A, K56A, and EO4A, used here to investigate
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the characterization and the origin of the anomalous CD spectra. The shape of the CD
spectra of the mutants was similar to that of the WT, although a large difference in [B]
between them was evident: WT had [®],22 equal to —19300 deg.cmz.dmol'1, whereas D44A
had -15100 deg.cm®.dmol”, K56A had -14300 deg.cm?.dmol”, and E04A had -16000
deg.cm®dmol™ (Figure 1A). It is important to point out that the CD spectra of the WT and
mutants are very similar and intersect the X axis at the same wavelength. The
characteristics of anomalous apoMb are summarized on the left side of Table 2 for the
mutants described above, for a WT preparation with low [®],2,, and mutants A125L and
H24V/H119F. The ellipticity at 222 nm of WT and mutants was nearly independent of
concentration up to 20 uM (data not shown). The anomalous mutants had the same
fluorescence spectrum profile as WT but lower intensity at 330 nm (Table 2), a
characteristic also reported by Lin et al. [13]. The mutants had less than 90% of the
fluorescence intensity seen in the WT when their spectra were measured under the same
conditions. Urea-induced unfolding showed that D44A, K56A, and EO4A, like several other

mutants with anomalous behaviour, had the same stability as the WT apoMb, with a C_ of

about 3.5 M (Figure 1B). The acid-induced unfolding profile was also similar for WT apoMb
and mutants, with the formation of an intermediate at pH 4.2 (Figure 1C). The ellipticities
of the intermediates were equal to about 80% of the ellipticity measured for the native state
(Figure 1C). The addition of TFE up to a final concentration of 6% did not compensate for

the low ellipticity of the mutants (Figure 1D).

Removal of contaminating nucleic acid by chromatograph yields accurate protein
concentrations and provides normal CD spectra. Figure 2A shows characteristic UV-
absorbance spectra for two apoMb samples: (1) with high nucleic acid contamination as
indicated by the low Azsoreo ratio (<1.55, spectrum 1 in Figure 2A), and (2) apoMb with A

normal CD spectrum that correlates with a high Azsoneo ratio (>1.55, spectrum 3 in Figure
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2A). The high Aysoze0 ratios were obtained after nucleic acid removal (see below) and are
listed on the right side of Table 2. Figure 2B shows the characteristic chromatography
profile of apoMb with an anomalous CD spectrum on a CM-sepharose column equilibrated
with 10 mM acetate, pH 2.0. Chromatography gave an elution profile with two separate
peaks (Figure 2B). The first peak corresponded to unbound material (peak 2 in Figure 2B)
and contained nucleic acid, as indicated by the UV-absorbance profile (spectrum 2 in
Figure 2A) and the fluorescence in the presence of ethidium bromide (drop 2 in Figure 2C).
The second peak eluted with a salt gradient (peak 3 in Figure 2B) and contained apoMb
free of, or with very low, nucleic acid contamination, as shown by its UV-absorbance profile
(spectrum 3 in Figure 2A) and its very low ethidium bromide fluorescence, similar to the
background (drop 3 in Figure 2C). A sample of apoMb with anomalous CD spectra before
the chromatographic step showed strong fluorescence in the presence of ethidium bromide
(drop 1 in Figure 2C). After nucleic acid removal, the calculated [®]., for the tested
proteins were > —18000 deg.cm?.dmol™”, compared with the [@],2; value of < —17000
deg.cm®.dmol™’ measured before the chromatographic step (Table 2). Table 2 shows the
spectral characteristics before and after the chromatography step for three classes of
proteins: 1) WT with normal CD spectra, 2) mutants with the same stability as the WT
(D44A, K56A, and E04A), and 3) mutants with nearly the same stability (A125L) or even
more stable (H24V/H119F) than WT. The proteins with anomalous CD spectra were freed
of nucleic acid using the method described here and showed normal CD spectra.
Together, these results show that the anomalous CD spectra result from inaccurate

determination of protein concentration.

Discussion

113



Several authors have reported anomalous CD spectra for mutants of sperm whale
apoMb although the stability of these proteins is apparently normal and the shape of the
CD and the fluorescence spectra are similar to those of the WT. In this study, we sought to
understand the origin of these anomalous CD spectra, and developed a procedure to solve
this problem and provide normal CD spectra. For this, we report data on several mutants
and WT apoMb preparations with a low [@],2,. Spectroscopic analysis of these proteins
showed that they were folded and had similar stability and CD spectra as WT, with normal
absorbance behavior (Agsozeo ratio >1.55), although the ellipticity at 222 nm was much
lower. This ellipticity did not vary with increasing protein concentration, indicating little or
no tendency to aggregate, and was little affected by small concentrations of TFE. These
findings indicated the main characteristics of the phenomenon of apoMb with anomalous
CD spectra: low ellipticity at 222 nm with a stability of unfolding similar or nearly equal to
WT.

The CD spectral properties of a protein depend on the protein’s conformation and
concentration. Equation 1 shows that the mean residue molar ellipticity depends on the
known optical pathlength, on the protein concentration (which must be known correctly),
and on the extent of protein secondary structure (which can be altered by a severe
mutation). The explanation that the low [®],,, values were caused by imprecise protein
concentration determination rather than by a conformational change was reinforced by
analysis of the CD spectra. The CD spectra of the proteins showing anomalous and
normal behaviour were similar and intersected the X axis at the same wavelength,
indicating that they contained very similar structural elements, with no evidence for helix to
random coil or helix to beta sheet changes. Another indication that imprecise protein
concentration determination was the cause of the anomalous CD spectra is the analysis of
the UV absorbance spectra, in which the absorbance at 260 nm increased as the mutant

ellipticity decreased. The analysis of the CD spectra, UV absorbance, and ethidium
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bromide fluorescence suggested that the anomalous CD spectra was the result of
contamination by nucleic acid. This explains why many mutants have anomalous CD
spectra but no apparent disturbance in their general structure or stability. The fact that
even some WT preparations showed nucleic acid contamination and, by extension, low
[@]222 values, indicates that disturbance in the general structure of the mutant is unlikely to
be the cause of the anomalous CD spectra.

To remove the contaminating nucleic acid, we decreased the pH of the apoMb
preparation to 2.0. At this low pH, nucleic acid is denatured [24] and unlikely to
interact with protein. ApoMb was purified with a high Azgo/260 ratio (>1.55) and
refolded to its native conformation. The recovered apoMb contained no nucleic
acid, had CD and fluorescence characteristics similar to those of WT apoMb
(Table 2), was able to bind heme and had a folded 1D-NMR spectrum [12]. In
our experience, conditions that increase the rate of total bacterial DNA
production relative to protein formation during induction, such as overnight
preparations or the use of pUC-based vectors for moderate protein expression,
enhance the presence of nucleic acid in the apoMb preparation. The results
showed that WT preparations and mutants with normal or altered stability, such
as A125L (+0.6 Kcal/mol at pH 5.0 [25]) and H24V/H119F (+2.2 Kcal/mol at pH
5.0 [26]), which have low [®]222 values, have a high percentage of nucleic acid
contamination, as identified by the low Azspi260 ratio (<1.55), and this is the cause
of the anomalous CD spectra phenomenon in apoMb. Since the amount of
nucleic acid present in the initial protein preparation appears to be variable, a
small amount of remaining nucleic acid, not enough to cause large uncertainty in

the protein concentration, may still be present in the final preparation, as judged
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by small variations in the Aggo/2e0 ratio after the chromatographic procedure
(Table 2). Thus, we suggest that the Azso/ze0 ratio should be measured when

characterizing apoMb by CD.

The holo form of many apoMb mutants with anomalous CD spectra has the same
ellipticity as the WT holoMb [11, 25-28]. The concentration of holoMb is determined by
measuring the absorbance in the Soret band, where interference by nucleic acid
contamination is not expected. Recently, Cordeiro et al. [29] suggested that nucleic acids
interact with the prion protein, driving it to a fibrillar conformation. It may be that nucleic
acid binding is a general phenomenon that affects many proteins to different degrees,
some with more deleterious effects than others. Thus, nucleic acid could have an
additional effect on apoMb mutants that are severely destabilized, that goes beyond
interfering with the determination of protein concentration. We have no indication that this
is true, but believe that this aspect merits further investigation.

In conclusion, we have shown that the origin of the anomalous circular dichroism
spectra for the apoMb mutants studied here is the result of an overestimated protein
concentration caused by the presence of contaminating nucleic acid that can also affect
WT preparations. This effect may also be the origin of the anomalous CD spectra reported
by several authors for many apoMb mutants in the literature. A simple test for determining
whether the effect found by us is present in other samples of mutant apoMb is to measure
its Azsoreo ratio. Our findings support a well-structured native conformation for
apomyoglobin, as shown earlier by several studies using nuclear magnetic resonance. We
have also shown that the removal of this contamination by a chromatographic procedure

restores the normal CD and fluorescence spectra of apoMb.
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Table 1. Sperm whale apoMb mutants with anomalous circular dichroism spectra.
The anomalous mutants have a low ellipticity at 222 nm when compared to the WT,
independently of the method used to prepare the apoMb (see the references). Unless
indicated otherwise, the mutants listed have the same or nearly the same stability as the

WT at native pH.

ApoMb [@].22 at native pH Reference
(deg.cm®.dmol™)

Wild-type (WT) | -18000 to -21000 [2-12]
H64Q -15500 [5]
H82Q -16000 [5]

H24V/H119F -16500 [7]
WTF 85%'" [11]
W14F 80%" [11]
LOA* -12100 [13]
128V* -11300 [13]
T67A* -12200 [13]
P88A* -8600 [13]
1111L* -14200 [13]
S117A* -14200 [13]
[142V* -12200 [13]
1142L* -13330 [13]
A125L -13900 [24]"
E04A -16000 [25]
D44A ~15100 [25]
K56A -14300 [25]"
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D60A -16000 [25]"

*— for the mutants described by Lin et al. [13] are listed only the examples with similar
stability to the WT (stability measured for the holo form [26,27], for the entire list of mutants
see reference [13]. " —only the percentage of [©],2; compared to the wild-type is reported:;

“_ reference to the mutation, the [®]222 value is reported here for the first time.

122



Table 2. Biophysical characteristics of apoMb with normal and anomalous CD

spectra.
ANOMALOUS CD*® NORMAL CD"
(BEFORE CHROMATOGRAPHY) (AFTER CHROMATOGRAPHY)
CD at 222 A Ethidium CD at 222 A Ethidium
ApoM
nm 280/260 bromide nm 280/260 bromide
b (deg.cm?.d fluorescence | (deg.cm?.d fluorescence
mol™) <155 mol’) | >1.55
<-17000° > - 18000
WT** - - - -18600 1.56 | No
EO4A | - 16000 1.50 | Yes -21100 1.59 | No
D44A | -15100 1.39 | Yes -18900 1.55 | No
K56A | - 14300 145 | Yes -18500 1.55 | No
A125L | - 13900 1.33 Yes -19500 1.60 No
H24V/ | - 16000 1.35 Yes -18200 1.55 No
H119F

Srelative fluorescence intensity at 330 nm lower than 90% when compared to the WT with
normal CD; "relative fluorescence intensity at 330 nm higher than 90% when compared to
the WT with normal CD; 'the intermediate also has a low signal. **results for a preparation

with normal characteristics.
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Figure captions.

Figure 1: The anomalous circular dichroism spectra phenomenon. The negative
ellipticity at 222 nm of many anomalous sperm whale apoMb (here represented by mutants
D44A, K56A, and E04A) is low compared to normal apoMb (here represented by the WT),
although they have similar spectral shapes and stability of unfolding. A) Far-UV CD
spectra. The spectral shapes are similar, but WT has [0]22, equal to —19300 deg.cm?.dmol’
' whereas D44A had -15100 deg.cm?.dmol™, K56A had -14300 deg.cm?.dmol”, and E04A
had -16000 deg.cm?®.dmol™ The CD spectra of the WT and mutants are very similar and
intersect the X axis at the same wavelength. B) Urea-induced unfolding. All proteins show
C, of about 3.5 M urea. C) pH-induced unfolding. The mutants intermediate at pH 4.2 also
show a low ellipticity at 222 nm compared to the WT. D) Ellipticity at 222 nm as a function
of increased TFE concentration for WT and mutants apoMb. TFE added to a final

concentration of 6% did not alter the low ellipticity of the mutants.

Figure 2: ApoMb with anomalous circular dichroism spectra have nucleic acid
contamination, which is removed by chromatograph. A) Characteristic UV-absorbance
spectra of apoMb before and after nucleic acid removal. Spectrum 1, apoMb before the
chromatographic step, Azsozeo ratio of 1.3. Spectrum 2, flow-through of the
chromatographic profile shown in Figure 2B. Spectrum 3, apoMb after nucleic acid removal
by the chromatographic step, Azsoreo ratio of 1.6. B) Characteristic elution profile of apoMb
during nucleic acid removal by CM-sepharose chromatograph. Peak 2, flow-through. Peak
3, protein eluted with NaCl. C) Ethidium bromide fluorescence before and after nucleic acid
removal. EtBr, buffer alone (background); drop 1, apoMb preparation before
chromatograph; drop 2, flow-through of the chromatographic step; drop 3, apoMb after

chromatograph; Ctrl, positive control containing 2 ng of DNA. The preparation of apoMb
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presenting the anomalous CD spectra phenomenon fluoresced in the presence of EtBr
whereas after the chromatographic step the fluorescence was similar to the background,

indicating that the nucleic acid was removed.
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Figure 1A.
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Figure 1B.
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Figure 1D.
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Figure 2A.
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Figure 2B.
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Figure 2C.
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